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緒論
　実験動物を中心に開発されてきた胚移植技術は、実験動物の維持管理や優秀な家
畜を増殖するための手段として利用されるだけでなく、ヒトの不妊治療や、野生動
物の種の保存方法として実践的に利用されはじめている［総説1］。特に、産子数
が少なく、妊娠期間が長く、しかも遺伝的な改良が求められる牛にとって、胚移植
の利用は育種に係わる経費を大幅に削減するため有益な手段となっている［総説
2－4］。例えば、ここ数年、代表的なホルスタイン種雄牛は、胚移植によって作
出されたものがほとんどを占め、優秀な雄牛を生産する手法として定着している
［5］。これらの雄牛側からの育種改良の効率をさらに高めるため、MOET
（multi　ple　ovulation　and　embryo　transfer）を用いた育種改良の時閤短縮プログラ
ムも考案され［6］、実施されつつある［2，3］。しかし、ホルモン投与による
採卵法は、雌牛側の個体差あるいはそのホルモンの効力自体の限界が認められる
［7，8］。これらのことから、全ての供卵牛から必要に応じた胚数を獲得する技
術には未だ到達していないと考えられる。この要求を満たすためには、卵巣中の卵
胞卵や原始卵胞から受精卵を作出する培養技術の改善あるいは、採取された胚を人
為的な操作によって増殖する方法の開発が必要と考えられている［総説2，4，9］。
　牛の一卵性双子は、自然界でO．1％程度ではあるが生産されることが知られて
いる［10］。また、正常な胚細胞数の半分からなる胚の移植によっても産子が得
られることがTarkowski［11］の研究によって実験発生学的に証明された。以来、
多く哺乳動物胚で、2細胞期胚の半分あるいは胚細胞が半減した胚からでも個体に
発生する能力を有すること（割球の全能性）が明らかにされた［総説12］。この
胚の割球の全能性を利用して、一卵性双子を人為的に作出する試みがマウス［13］
をはじめとした多くの家畜種［14－16］で成功している。
　また、除核されたヒツジ未受精卵に初期胚割球の核を移植することによって、核
は1細胞期胚の核の状態に若返母こと（核の初期化）が証明され、作出された核移
植胚は産子に発生することが報¢られた［17］。以来、牛初期胚の核を除核した
未受精卵に移植すること（核移樟）によって作出された胚もまた、産子に発達する
能力を有することが、Prather　et　a1．［18］によって示されている。この方法は、
1
牛胚の核移植によって、多数のクローン個体を作出することに利用できる可能性を
秘めている。すなわち、これらの胚の分割および核移植といった顕微操作技術は、
ホルモン処置によって採取された牛胚を複製する手段に利用できると考えられる。
　同一遺伝子を有する胚が人為的に作出する事が出来るようになれば、単に胚の供
給量を増やす事に留まらず、畜産に対して莫大な貢献を果たす事となる。まず、牛
の一卵性からなる複数の産子はその遺伝子構成が相等しいことから、格好の実験動
物となる。例えば、数組の一卵性双子を2群に分類して試験を行った場合、両区の
遺伝的な違いはまったく考慮する必要がない。得られた産子を生理学、遺伝学およ
び飼養学等の研究に用いれば、得られた結果を的確に評価することが出来るだけで
なく、実験に要する経費も節減でき、畜産の研究に対する貢献は非常に大きい
［2－4］。また、一卵性の胚の1つからその遺伝的な能力（例えば性別など）を
調べれば、それに対応する胚の能力が個体になる前に判定する事が可能になる。特
に、農家では生産される子牛の牲によってその利用価値が異なるため、移植する前
に胚の性を予知できる技術が切望されている。さらに、クローン牛が安定的に作出
する事になれば、育種改良にかかるコストが大幅に軽減できるほか、種雄牛の後代
検定の精度も高まることが認められている［2，3］。農家段階でのクローン牛の
繋養が可能になれば、飼養管理や搾乳の省力化や、肉質や乳成分等の畜産物製品の
均一化に対して貢献するものと期待される。これらのことから、人為的な胚の複製
技術は、学術研究の進展、畜産物の品質の向上やコストの低減に対しても貢献でき
る可能性を秘めている。
　そこで本研究では、胚細胞の全能性を利用した胚の分割技術ならびに胚細胞核の
全能性を利用した核移植技術を用いて、牛胚を人為的に複製することを目的に、そ
の技術開発を行った。
　第1章では、複製胚作出実験で使用する牛初期胚をより効率に採取する方法にっ
いて2，3の改良を加えるとともに、県内の受卵牛の選定方法の改良を行った。
　第2－5章では　胚細胞の全能性を利用することに着目し、胚の切断分離による
胚の複製方法にっいて検討した。そして、複製された分割胚の発生能と分割技術を
2一
用いた性判別胚作出の可能性について調べた。第2章では、胚細胞の全能性を用い
て胚を複製するために必要となる「胚に対して損傷を与えにくい分割法」を考案す
ることを目的に実施した。第3章では、作出された対をなす一方の分割胚を用いて
その遺伝的素質（産子の性）を調べることにより、残るもう一方の胚の性を予知す
る可能性を調べた。第4章では3章で行った性判別技術をより向上するため、分割
胚を用いた胚の性予知にPCR（Polymerase　chain　reaction）法［19］を導入して
その効率を調べた。そして第5章では、胚を多分割（3分割）する事によって、性
判別された一卵性2分割胚の作出の可能性を検討した。
　第6－8章では胚細胞核の全能性を利用することに着目し、除核した未受精卵細
胞質内に胚細胞核を移植する方法（核移植）の開発を行った。そして、胚を複製す
るために必要となる卵細胞と初期胚核の相互関係ならびに核移植胚の培養条件にっ
いて検討した。第6章では、大量にしかも低コストにクローン胚を作出するために、
屠体牛由来の卵胞卵を受核卵細胞質とした核移植法の開発を行った。7章では、核
移植胚の発生能に影響及ぼしているであろうと考えられている受核卵とドナー核の
細胞周期の同期化［20，21］について検討し、牛核移植胚のの至的条件を設定
するとともに、その影響を調ぺた。また、第8章では核移植技術を効率よく実施す
るために必要となる、ドナー核の凍結保存法の開発ならびに、作出された核移植胚
やドナー核の性判別を行った。そして、これらの一連の顕微操作を利用した牛胚の
複製技術が、胚移植技術が抱える胚の慢性的な不足を補う技術になり得るか、また
は胚移植を効率的に行うために寄与するか否かを考察した。
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第1章　牛胚移植技術の基本操作に関する研究
第1節　採卵成績の向上に関する研究：採卵時のバルーン式子宮頸管拡張器の
　　　　有用性と、hMGおよび低単位FSHをGTH製剤とした牛の採卵成績
［要約］
　非外科的な採卵技術を簡易化するため、バルーン式子宮頸管拡張器の開発と、多
排卵処置に用いられるGTH製剤の比較試験を行った。
　供卵牛の採卵の前にバルーン式子宮頸管拡張器を用いることで、子宮頸管が正常
な12頭では30秒から4分で操作を終え、子宮頸管に対しての損傷は認められな
かった。また、反復採卵により子宮頸管が変形した供卵牛7頭の子宮頸管の通過は、
5分以内に5頭で実施でき、その後に実施された採卵用のバルーンカテーテルの通
過時間は正常な子宮頸管通過に要する時間とほぼ同等であった。このことから、本
器は採卵の失敗から回避する手段として、また、反復的に採卵に用いる供卵牛の子
宮頸管を変形させない手段として有効であると考えられる。
　多排卵処置に36AUのFSHを投与した時の正常胚採取成功頭数、回収胚数お
よび正常胚数は、それぞれ21／28（75％）、12．4±8、6個および
4．5±4．9個であった。この成績は、24AUのFSHを投与した供卵牛の成
績23／29頭（79％）、13。3±6．5個および5．5±5．4個と同等で
あった。一方、GTH製剤にgooiuのhMGを用いて多排卵処置を実施した際
の正常胚採取成功頭数は、33／34（97％）であり、36AUのFSH投与区
のそれに比べて有意（P＜O．05）に多かった。この正常胚数は10．3±
5．9個とFSH投与区のそれらに比べて若干少なかったが、正常胚数は6．5±
4．8個と有意差は認められないが、高い傾向を示した（P＞O．05）。これら
のことは、低単位のFSH製剤およびhMG製剤による多排卵処置方法は、従来の
多排卵処置方法と同等以上の採卵成績があげられることを示している。しかしなが
ら、これらのGTH処置によって得られる採卵数には依然として限界があるため、
多くの胚を採取していく手法の開発の必要性を再確認した。
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［緒言］
　牛胚の採取は、ゴナドトロピン（GTH）とプロスタグランジンF2α（PG）
を用いた多排卵処置方法および非外科的採卵方法の開発により、基本技術が作成さ
れてきた［1］。最近では、この手法を用いて経済的に優秀な遺伝能力を有する供
卵牛からも反復的に多排卵処置が行われ、種雄牛生産を初めとする牛の改良の実用
的な手段に利用されている［2，3］。しかし、マウスやラットをはじめとする実
験動物、あるいはブタ等の多胎動物の多排卵処置法による採卵成績と比較すると、
牛の採卵成績は個体差が大きく、今なお斉一性が図られていないことも指摘されて
いる［2，3］。このため、牛の多排卵処置は、胚移植由来の子牛を生産するため
にかかるコストを低減するためのみならず、牛胚を細胞工学技術の材料にする場合
の円滑な運営のために更なる平準化が求められる。
　通常、牛の多排卵処置に用いられているGTHには、妊馬血清性性腺刺激ホルモ
ン（PMSG）、ブタ脳下垂体抽出物（porcine　pituitary　extract：FSH）が用
いられている［1－一　3］。一方、閉経婦人から抽出されたhMG（human
menopausal　gonadotrophin）を用いた、牛多排卵処置の報告例が認められている［4］。
そこで、これらのGTH製剤の比較試験を実施し、その回収胚数を比較した。
　また、牛胚の採卵は頸管経由法により実施されるが、黄体期にある子宮頸管は緊
縮状態にあるため、採卵用のカテーテルや移植器を通過させる作業は容易でない
［5］。このため、頸管通過に際しては、熟練者であっても出血、頸管の肥厚を起
こす場合が認められている。これらの頸管通過に伴う失技は、回収胚の生存性を直
接的あるいは2次的に低下させるのみならず、処置牛のその後の繁殖性をも低下さ
せることが報じられている［6］。このため、子宮頸管通過技術の簡易化が求めら
れている。尾川と加納は空気で膨らんだシリコン性のバルーンが高い圧力に抗しう
ることに着目し、これを利用した安全で操作が容易なシリコン性子宮頸管拡張器を
開発した。そこで、この器具を用いた採卵の操作性について検討し、採卵の作業を
簡易化するか否かについて調べ葎。
一7一
［方法］
1、供試牛
　多排卵処置は供卵牛の産歴、年齢、多排卵誘起処置回数等の影響を受けることが
報じられている［1－3］。そこで実験3を除き、供卵牛には過去の多排卵誘起処
置回数が6回以内であり、年齢が3－8才の経産牛（黒毛和種およびホルスタイン
乾乳牛）25頭を用いた。これらの牛は通年放牧形態にて繋養された。飼料給与は
1日2回、連動スタンチョンに繋養した状態で行い、飲水は不断給与とした。飼料
給与量は日本飼養標準に基づいて作成し、必要養分要求量の105％を給与した。
すなわち、牛1頭あたり、粗飼料（イタリアンヘイレージ6kg、チモシー乾草
3kg，イナワラ1kg）を給与するとともに、配合飼料（1－1．5kg、ヘイ
キューブ1－2kg）を補助飼料として体重維持の養分量を給与した。発情の確認
は1日2回、ヒートマウントディテクター（Fragle，　Kamer　INC，　Ohaio，　USA）の発
色により行った。
2、多排卵処置方法
　2回以上の正常性周期が確認された供試牛に対して、性周期の8－14日目に直
腸検査を実施後、黄体形成を確認して正常と認められる牛に対して常法に従って
GTHを投与した［1］。すなわち、GTHの投与量および投与方法は、　FSH
（アントリン、デンカ製薬）区では総量36　AU（；6＋5＋4＋3AUを1日2回
4日間：対照区）または24AU（；5＋4＋3AUを1日2回3日間）の漸減投与
法でおこなわれ、hMG（パーゴナル、帝国臓器）区は900iu（；150＋1・50＋
75＋751Uを1日2回4日間）の投与法で実施された。また、　PMSG（ピーメックス、
三共臓器）区はGTH投与の第1日目の朝に1500単位を静脈注射する事により
実施した。GTH投与開始後48と55時間目にPGF2α（プロナルゴンF、デ
ン力製薬）を20mgそれぞれ筋肉注射した。なお、　GTHとPGの投与は、朝
9：QOと夕方16：00に行った。PG投与後48時間以降にスタンディング発
情を確認した供卵牛に対し、その12および24時間後の合計2回人工授精を施し
た。また、一部の供卵牛には、排卵促進を目的として初回の人工授精時に
200μ9／mlのGn－RH（コンセラール、帝国臓器）および2回目の人工授
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精時に1001UのLH（ヒポホリン、三共臓器）をそれぞれ筋肉注射した［7］。
3．胚の採取に伴う子宮頸管の拡張
　牛を保定枠に固定後、頸管の通過に先立ちシリコン性子宮頸管拡張器（Fig．1－1）
を用いて頸管の拡張を実施した。尾椎広膜外麻酔（2％キシロカイン、藤沢薬品）
を用いて直腸の怒責を抑制した後、拡張器を外子宮口に挿入し、頸管の拡張を実施
した。すなわち、小指、薬指と掌で頸管の拡張器先端挿入部位を保持した後、他の
3指で頸管をほぼ直線に保持した。ついで、拡張器先端を第1ヒダまで緩やかに進
め、バルーンに5m1の空気を圧入して外子宮口と第1ヒダ内腔部を拡大した。さ
らに中指、人差し指と小指でバルーン後部を圧迫することにより空気をバルーン先
端に送り第1ヒダの間隔を押し広げた。ついで、バルーン内の空気を全て排出する
ことによりこのヒダの間隔が通過され、頸管拡張器の先端は簡単に第2ヒダに到達
した。以後、同様の操作と繰り返し、4ヶ所をヒダを通過することによって拡張操
作を終了した（Fig．1－2）。
4．胚の回収方法
　胚の回収方法は常法に従い、子宮頸管経由法を用いて発情後7－8日目に実施し
た［1］。すなわち、中芯を装着したパルーンカテーテル（16G多孔式力テーテ
ル、FHK）を子宮角の分岐部10cmの位置まで挿入し、10－12m1の空気
を注入することでカテーテルを子宮角内に保定した。ついで、バルーンカテーテル
に装着された注射器を用いて、約50m1のm－PBS（エンプリオティック、全
薬工業）を子宮角内に注入した。牛の直腸内に挿入されている手指にて注入液を子
宮角先端まで送った後、この還流液を触診しながら500m1メスシリンダーに回
収した。還流液による洗浄は、片側子宮角あたり4－－5回づっ行い、両側の子宮か
ら合計500m1の還流液を回収した。
　還流液の上澄みおよび血液等奪受精卵回収器（E－comフィルター；野沢組）
にて除去した後、回収器に残った約50m1の還流液をプラスチックシャーレ
（5211，LUX）に回収し葎。っいで、10－12倍の透可型実体顕微鏡
（SMZ，Nikon）と検索棒を用いて、これらの還流液から胚を捜索した。採
取された胚を20％非働化子牛卑清加PBS（m－PBS，　GIBCO）にて
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3回洗浄しながら、子宮頸管粘液等の爽雑物を除去した。胚の正常性の判定は
Lindner　et　al．［8］の方法に従った。すなわち、コンパクト桑実期から脱出胚盤
胞期の発達段階にあり、かっ、変性細胞の量が30％未満の胚を正常胚として、そ
の胚数を調べた。
得られた結果はt検定またはX2検定により統計処理を行った。
実験1
　採卵の2日前に熟練者が子宮頸管の通過時間を調べ、子宮頸管のクランクの程度
から2群に分類した。すなわち、子宮頸管に大きなクランクが認められず5分以内
で頸管の通過が可能である牛と、頸管の癒着・変形が著しく認められ頸管の通過に
5－30分を要する牛の2群に分けた。ついで、非熟練者が採卵時にバルーン式子
宮頸管拡張器を用いて頸管の通過を行った。その際、本器の有用性を調べるため、
子宮頸管拡張の成否とその所要時間を調べた。また、子宮頸管拡張によって生殖器
内に損傷を与えたか否かを調べるため、子宮洗浄後の還流液を観察した。
実験2
　FSH総量36AUを対照区として、24AUによる漸減投与法、1500iu
のPMSGの静脈注射法および900iuのhMGの漸減投与法による多排卵処置
を供卵牛に行い、回収胚数および正常胚数を比較した。
実験3
　実験2で実施した方法を用いて、優良な遺伝形質を有するホルスタイン種と黒毛
和種から採卵を行った。肉用牛には宮崎産の黒毛和種を用い、但馬血流を75％
（産子の肉質・肉量が経済性から最適と考えられている交配方法［9］）として交
配を行った。また、ホルスタイン種供卵牛には7才から13才までの泌乳牛および
乾乳牛を用いた。これらの牛は、体格得点85点以上でかっ泌乳能力1万kgを越
える能力を併せ持っていた。交耶する精液には産子の遺伝的能力を高めるような能
力を持っ輸入精液を用いた。
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［結果］
　Table　1－1に示すように、子宮頸管に大きなクランクがない牛12頭に対しては、
30秒から4分程度で頸管の拡張が終了した。また、その後の採卵用カテーテルの
通過も容易であった。子宮頸管の変形・癒着が著しく、熟練者でも子宮頸管の通過
が困難な牛7頭のうち、子宮頸管の拡張が実施できた頭数は5頭で、通過に要した
時間は2±1，7分であった。頸管が拡張された牛17頭への採卵用カテーテルの
通過は、非熟練者が30秒以内で実施できた。採卵の還流液に子宮角分岐部からの
出血と認められる若干の血液の混入が17頭中3頭に認められたが、回収された検
卵に支障を来す出血量ではなかった。
　Table　1－2にGTHの種類別の多排卵処置による採卵結果を示す。　GTHに
36AUのFSHを用いた場合、28頭中26頭の供卵牛から胚が回収され、1頭
当たりの回収胚数は12．4±8．6個であった。このうち正常胚を回収した牛頭
数は21頭（75％）であり、1頭あたりから回収される正常胚数は平均
4．5±4．9個であった。これに対し、24AUのFSHを投与した29頭の供
卵牛からは27頭から胚が回収され、平均13．3±6，5個の回収胚数と23頭
から5．5±4．5個の正常胚数を得た。これは、対照区の成績とほぼ同等の成績
であった。一方、goOiuのhMGを用いて多排卵処置を実施した34頭からは、
33頭（97％）から正常胚が回収された。正常胚が回収された牛頭数は、
36AUのFSH投与区のそれに比べて有意（P＜0．05）に高かった。　hMG
の1頭当たりの回収胚数は10．3±5．9個とFSH投与区のそれらに比べて若
干少なかったが、正常胚数は6．5±4．8個と有意差は認められないものの、高
い傾向を示した。PMSGの採卵成績は正常胚回収成功頭数や回収胚数が他区に比
して共に有意に低く、18／25（P＜O．05）と7、2±6．1個
（P＜O．01）であった。これらのことから、多排卵処置に汎用されている
36AUのFSHの漸減投与法年同様に、今回用いた方法も多排卵処置法として有
効であることが示された。特に、GTHにhMGを用いた場合には36AUのFS
Hに比して確実に正常胚が採取できることから、有益な方法であると考えられる。
優良遺伝形質を有する黒毛和琴とホルスタイン種の採卵成績をTable　1－3に示す。
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142頭の黒毛和種に多排卵処揮を施し、1472個の胚を回収した。このうち正
常胚数は853個（1頭あたり6個）であり、変性細胞が10％を越えない凍結可
能胚は615個（1頭あたり4．3個）であった。これに対し、ホルスタイン種
151頭の採卵数、正常胚数および凍結可能胚数はそれぞれ557個（3．7個），
223個（1．5個）および123個（0，8個）であり、黒毛和種の採卵成績に
比べて有意に低かった（P＜0．01）。
［考察］
バルーン式拡張器の有用性
　子宮頸管の拡張は、子宮頸管の通過を容易にするため、これまで金属製の拡張棒
によって実施されていた。しかし、この操作は熟練者が短時間使用しても、子宮頸
管の粘膜やヒダを肥厚・出血させるため、頸管に損傷を与えてしまう例も少なくな
く、頸管通過が困難な牛に対してのみ実施されるところが多かった［6，10］。
また、頸管が重度に癒着した牛に対して金属拡張棒で通路を作成することは可能で
あったが、この使用によって、さらに損傷を与えることも散見された。これに対し、
今回開発された拡張器は先端にプラスチックの小球を有し、また子宮頸管壁を拡張
させるものはシリコンラバーの膜であるため、粘膜に損傷を与える恐れは少なく、
安全性は高いと考えられる。本器の有用性は、頸管が変形あるいは癒着して、頸管
の損傷を容認しなければならない牛に対しても頸管の通過を容易にしたことから明
かである。
　一般に、供卵牛には1年に3－4回の反復的な多排卵処置が施される。この複数
回の非外科的採取によって子宮頸管に人為的な損傷を受ける牛も少なくない［6s
10］。採卵用のカテーテルの挿入に先立ったシリコン性拡張器を使用すれば、反
復採卵に供用される全ての供卵牛の頸管を人為的な損傷から防止できるため、損傷
を与えることなく繰り返し採卵琴実施することが可能となろう。
ホルモン処置方法
　投与されたGTHに対しては発育途上の卵胞だけが反応するため、1回の多排卵
処置で回収される胚数は卵巣内に存在する小卵胞数の制限を受ける［11］。この
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ため、現在の多排卵処置方法によって回収できる正常胚数は、1頭当たり平均5－
6個程度である［2s　3，12－14】。従って、1頭の供卵牛からより多くの胚
を採取することをもくろむ場合、反復的な多排卵処置が必要となる。しかしながら、
反復的なGTHの投与は供卵牛の投与ホルモンに対する抗体価を高める［15］。
また、6回以上の反復的な多排卵処置によって回収胚数や正常胚数は減少すること
が多数報じられている［1－一　3］。さらに、GTHに対する供卵牛の個大差は依然
として大きい［2，3，16｝。従って、多排卵処置が実用化されている機関は、
これらのリスクを補える一部の公共機関や、一部のブリーダーなどが所有する牧場
に限られている［t2］。
　本実験では、FSHを従来よりも減量投与することにより、従来の方法と同程度
以上の採卵成績が得られた。また、hMGによる多排卵処置法は、従来法に比べて
正常胚数が多く採取できる方法として、さらには反復的な採卵でFSH抗体価が高
い牛に対しても有効な手法になりうるかもしれない。しかし、何れの方法でも
GTト1による多排卵処置法によって胚の採取効率を飛躍的に改善することはできな
いと考えられる。
供卵牛の種差について
　現在汎用されている多排卵処置法で得られる正常胚は、回収胚の50－60％で
ある［1－3，12－16］。今回実施した優良黒毛和種の採卵成績は、これまで
国内外で得られている採卵成績と同等であったと考えられる。しかし、国内のホル
スタイン種の採卵成績は黒毛和種の成績に比べー般に低く［12，17］、今回の
実験でも同様の結果を得た。一般に、供胚牛の過齢臼一4｝、疾病（慢性乳房炎、
第4位変異、ケトージス）の併発［18］、エネルギーバランスの異常［1，19］、
採卵回数［1－3ユ、ならびに生存精子数が少ない凍結精液の供用［1，4ユは、
一般的な繁殖能力の低下の原因であり、正常胚数の低下に対しても悪影響を及ぼす。
しかし、今回の実験に用いたホルスタイン供卵牛は遺伝能力、体格得点、泌乳能力
ともに一戦級の経歴を持つために高齢であった（7－13才）。また、これらの供
卵牛は多数の共進会への出品歴があり、乳房調整等の不等間隔搾乳の感作を受けた
ものも多く、多くの牛（15／30頭）に乳房炎等の発症歴が認められている。さ
らに、和牛と比較すると泌乳能力が高いため、泌乳初期に代謝障害を起こしやすく、
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ほとんどの供卵牛に一時的なエネルギーバランスの異常が認めらる。この他にも、
採卵の時に用いる精液は、人気・価格ともに高い凍結精液が利用され、精子の生存
能力が低いものも供用されるなど、採卵成績に悪影響を与える要因が重複していた。
これらのことが、優良ホルスタイン種から正常胚数が黒毛和種なみに採取できなか
った原因と考えられる。このため、ホルスタイン種を供卵牛として採卵成績を改善
するためには、飼養管理技術等をはじめとする胚移植関連技術の改善が必要と考え
られる。
［結論］
　バルーン式子宮頸管拡張器は、反復採卵を行う場合の採卵の失技を低下させるだ
けでなく、採卵時の事故を防ぐ上で、有益な方法である。
　G丁HにFSH製剤を用いる場合、投与量を通常の3割減少させても同等の採卵
成績が得られること、hMG製剤を用いれば、正常胚を採取できる頭数が増え、正
常胚数が同様に得られることが示された。しかしながら、GTHによって多数の胚
を採取するには限界があるため、採取した卵や胚を増産する手法の開発が求められ
る。
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dFig　1－1．　The　bal　looned　cervix　dilator．　The　di　lator　is　made　up　of　a　silioon
tube　with　a　prastic　ma七e　rial．　（a）　a　hal　f　oval　shaped　七ip　（cl　osed），　（b）
silicon　rubber　bal　l　oon，　（c）　siliQon　cathete　r，　（d）　metal　stylet，　（e）
connecting　P｝ug　for　ai　r　pump　（syninge，　f），
ツ7一
　　　　A
Cg謡．．
＼趣蓼シ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　≡’妻一il夢i≒一一
Fig　1－2．　Illus七ra七ion　of　bal　lo◎ned　dilator　apPl　ication　for　cervical
dilation．　The　cervical　canel　is　held　in　straight　by　recta｝　manipulation，
The　di｝ator　tip　is　then　intnoduced　i　nto　the　cervical　orifice，and　when　it
reaches　the　fi　rst　fold　space，　（a）　the　bal　l　oon　tip　is　expanded　by　blowing
ai　r　fr㎝the　connected　syringe．（b）The　rear　part　of　the　expanded　cervical
wal　l　due　to　the　swelling　of　the　a｝100n　i　s　squeezed　by　fi　ngers　and　plam
fr㎝the　hand　in　the　rectum，　while　the　dilator　is　pushed　gently　forward
conti　rK）us　1　y　to　delate　the　ce　rvical　fold　neck，　（c）　τhe　aspi　rat’ion　of　ai　r　i　n
the　bal　loon　（d）　and　the　continuous　pushi　ng　of　the　dilator　makes　it
possible　for　七he　tip　of　the　di　l　ator　to　pass　through　the　fi　rst　fol　d　neck　七〇
reach　the　second　fo｝d　space．　（e）　The　man　i　pu　l　ati　on　starrヒs　agai　n　（f｝　and
proceed　reCeatedl　y　until　the　tiP　to　pass　七h　r℃し軌　the　who｝e　ce　rvica｝　canel
and　to　rreach　the　i　nner　orifine　of　ce　rvix，
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Table　1－1．　Resul七s　in　apPl　i　cation　of　the　ba11◎ened　ce「vix　dH　abor　（BCD）
to　embryo　col　l　ecti　on　i　n　cows、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　No．　of　cσws
Animals　　　No．　of　　　　　　Tう「ne　requi「「ed　　　　　　　　　passagi　ng　of　　　　　　　N◎．　of
　　　　　cows　　fo　r　ce　rvわ←passage　　16－G　cat　hete　r　　　covts
　　　　exami　ned　　by　ba1｝ooned　di　l　ator　　　　　subsequent　　　　　　bleedi　ng
　　　　　　　　　　　M±SEM　（mi　n》　　　　　to　the　Passage　BCD￥　　i　n　medi　um
normal
ce　rv至x　　　　　12　　　　　　　　1曹5±1．00　　　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　　　1
twis七ed
ce　rv｝x　72．0±1．7Q　52
ノ
・・ ^クー
Table　1－2．　SuperQvulatory　responses　with　i　n　vari　ous　GTH，
Nζ）．　of　cattle No．　of　embryos
GTH used　　ool　l　ected　　　　　col　l　ected
　　　　　㎝bryos（％）norma1㎝brソos軍（％）
coHected
（mean±SD）
nomal　ly翠
（mean±SD》
PtvlSG
FSH36AU
FSH24AU
h齢900iu
【???????????????????（88）
（93）
（93）
（97）
??????????（72）
（75）
（79）
（97）
b
b
ab
a
　7．2±6．1d
12．4±8．6　c
13．3±6．5　c
10．3±5．gcd
3．5±4，2
4．5±4．9
5，5±5．4
6．5±4．8
亭Compact　morula　to　blastocyst　stqge　embryos　with　under　30ラ60f　degenerated
bl　ast（鼎eres．
abcda　＞b，　P　〈0。05；　c　＞d，　P　〈0．01．
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Table　1－3，　Superovulatory　responses　i　n　different　strai　n，
No．　of No畠　of　evnb　ryos
Strain donor　cattl　e　　collectedno　rmal　l　y写　freezable翠＊
Holstein
JapaneseBlack
???「?? ????【」』?ー ?????【」? ????? ??
翠C舗）act　morul　a　to　bl　astocyst　stage　embryos　wうth　under　30％of
degenerated　blastome　res．
翠￥Emb　ryos　with　urK」er　10瓢of　degene　rated　blast（肥res．
ap　く0．01．
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第1章　牛胚移植技徳の基本操作に関する研究
第2節　移植成績の向上に関する研究：乗駕発情が確認できない地域における
　　　　受卵牛の選定方法とその受胎率
［要約］
　乗駕発情が確認できない地域において、受卵牛の善し悪しを判定するための選定
方法を開発することを目的に実施した。発情時と移植前日の受卵牛の挙動と生殖器
の直腸所見を参考にして受卵牛の良否を分類した後、これらの受卵牛に頸管経由法
を用いて胚を移植し、その受胎率を調べた。
　移植前日に124頭の受卵牛を直腸検査に供し、黄体形状（充実度、内容液、発
育不全）から3群7等級に分類した。正常黄体を有した受卵牛の受胎率は
57／82（70％）であった。この受胎率は、黄体形成不全と判定された牛の受
胎率（7／21）に比べて有意（P＜0．01）に高かった。また、黄体形成不全
の受卵牛に対して5mgのプロゲステロンを投与した場合、受胎率を向上させる効
果が認められた（50／116　VS　17／66，　P＜O．05）。
　舎飼いで繋養されている発情牛を農家の発情の観察と発情日の直腸検査によって
4等級（正常な発情、一部不良、不良、発情時の不十分な検査）に分類した。移植
前日に黄体形状を分類すると共に、これらの受卵牛に胚を移植してその受胎率を調
べた。正常な発情と判定された受卵牛の中で、正常黄体を有する割合および移植後
の受胎率は163／184（89％）およ｛f　124／176（70％）であった。
この割合と受胎率は、一部発情が不明瞭と判定された受卵牛のそれら（27／72s
12／49）や十分な発情検査が実施されなかった受卵牛のそれら（42／63，
26／51）に比べて有意（PくO．01）に高かった。
　これらのことから、乗駕発情が確認できない地域では、発情と移植前日の検査で
正常な受卵牛を選抜することが可能で、この方法は胚移植の受胎率を向上させる手
段となりうると考えられる。
［緒言］
　移植された庭が受卵牛の生殖器内で産子に至るには、移植時に細菌感染や血液等
が混入することなく、適正な子宮環境の受卵牛に移植されることが要求される［1】。
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子宮頸管経由法は、兼部開腹法や子宮頸管迂回法に比べると、胚や受卵牛にかかる
術後のストレスを軽減するだけでなく、操作が簡単であることから、牛胚の実用的
な移植方法として広く利用されている［2，3｝。また、発情後6日昌以降の受卵
牛は移植された胚を許容できる子宮環境を有すること［4］、胚の日令に受卵牛の
性周期を±1日以内に同期化することによって高い受胎率が確保できること［5，
6］、ならびにプロスタグランジンF2α投与により人為的な性周期の同期化が行
えること［7ユ等により、胚の巳令に適した受卵牛を多数確保できる技徳が開発さ
れた。現在では、これらの知見を元に、乗駕発情から数えて7－8日目の受卵牛に
収縮桑実胚から胚盤胞器に発達した歴を子宮頸管経由法を用いて移植する方法が採
用されている。本手法を用いて人工授精と同等の受胎率を得る機関も出現しており、
移植技衛は商業ペースで実用化した感がある［6，8，9｝。しかしながら、国内
の胚移植の受胎率は未だに低率であり、胚の移植技術に関する技術改善が必要であ
ると考えられている［10］。
　北海道を除くわが国の酪農家は、乗駕発情を確認するための放牧地を持たないと
ころが多い。このため、受卵牛の発情の確認方法は、農家からの申告や、人工授精
師の籾断によって行われている。このことは、受卵牛の発精の良否の判定や、ド
ナーの性周期と受卵牛の性周期との同調に正確性を欠く恐れがある。実際に、乗駕
が確認されない受卵牛のうち、正常な黄体を有する受卵牛は6－7割程度で、その
受胎率も4割程度であることが報じられている〔11，12］。このように受卵牛
を選抜する効率およびその受胎率は、乗駕発情を確認した受卵牛のそれに比べて低
い。このため、放牧地を持たない立地条件で正常な受卵牛を選抜していくためには、
乗駕発情に代わる発情確認方法の開発が必要であると考えられる。
　当県の獣医診療指針［13〕では、牛の卵巣形状がこれまでの臨床経験に基づい
て分類されており、繁殖障害の圏安として広く技術者に浸透している。そして、こ
れらの黄体形状と血液中のプロゲステロン濃度には高い相関があることが認められ
ている［12，14｝。そこで、この黄体分類法が移植時の受卵牛の選定方法にな
り得るかどうかを調べるため、斉黄体形状別に胚移植の受胎率を比較した。
　正常な黄体を有する受卵牛のみ移植に用いれば、移植に供屠されなかった牛の空
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胎期間は延長することになる。このことは、胚移植の実施により、農家は少なから
ず不利益を被ることになる。そこで、黄体形成不全と判定された受卵牛に対して、
プ日ゲステロン製剤の投与試験を行い、その治療効果を調ぺた。また、このような
黄体形成不全の受卵牛が作出されないようにするため、乗駕発情に代わる発情時の
受卵牛の選定基準を作成した。この選定基準が正常な受卵牛を選抜す方法になり得
るかを調べるため、受卵牛の発情兆候別の黄体形状の分布と胚移植の受胎率を今ま
での実施されている方法と比較した。
［方法］
1．供試胚
　供試胚には多排卵処置後、非外科的に採取された黒毛和種およびホルスタイン種
の胚［15］と、屠体牛卵巣から生産された黒毛和種の体外受精胚［16〕を用い
た。体内採取胚はLi磁聡retal．［5｝の方法に従って4等級に形態を分類後、
Fairランク胚は新鮮胚のまま、Goodランク胚とExランク胚は凍結融解後、
それぞれ移植に供した。体外受精歴は、体外成熟後8－9臼E｝に得られる胚盤胞と
拡張胚盤胞を新鮮胚、あるいは凍結一融解後、移植に供した［161。
2．受精卵移植希望農家と受卵牛候補の選定
（1）発情時の受卵牛の選定
　農家に繋養される自然発情のホルスタイン牛（経産牛および未経産牛〉を受卵牛
候補とした。これらの受卵牛を提供した農家を発情管理の良否から3群に分類した。
すなわち、A：発情鑑定が適切に実施されており、発精観察記録がある農家、　B；
発情の発見に気を配っているが、発情観察記録を持たない農家、C：繁殖管理に興
味の少ない農家とした。C区の農家の場合、受卵牛候補の発情の確認は、人工授精
師が直腸検査によって実施した。
　発情時に農家の稟告（発情牛特有の挙動の有無、発情の強さ、性周期の長さ）と
直腸検査の所見（卵胞の直径と波動感の有無、退行黄体の大きさと形、副生殖器の
収弾感と肥厚感〉から発情日を推定すると共に、受卵牛の発情の正常性を4等級に
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分類した（Table　1－4＞。なお、発情兆候Llt（排卵遅延、卵胞膿腫）の牛は・治療を
施すと共に人工授精を実施し、受卵牛には用いなかった。また、対象区（Vl区）と
して、農家の稟告や発情経過後にみられる外陰部からの出血に基づいて発情を発見
した牛を受卵牛に用いた。
（2）発情後の受卵牛の選定
　受卵牛には発情鑑定、翌日の排卵確認、移植前巳および移植時の合計4回、直腸
検査による生殖器の触診を実施した。そして、排卵確認時に発情が継続している牛
は受卵牛から除外して、治療を施すと共に人工授精を旛した。移植前日の検査は黄
体実質の触診により行い、診療指針［13〕に従って、黄体の弾力と大きさから3
群7等級に分類した。すなわち、｝群：正常黄体（A；丸く大きく充実した黄体，
A－1；Aに比べて黄体実質の大きさがやや劣るが充実した黄体，B；実質の形状
はA－1で内容液が認められる黄体、嚢腫様黄体気味のもの），i｝群：黄体形成不
全（8－1；黄体層は薄く、大葦の水腫が認められるもの、嚢腫様黄体，C；黄体
層がA－1に比べ薄いもの、発育不全気昧の黄体，C－1；黄体が堅く小さいもの、
発育不全黄体）および111群：卵巣静止（D；黄体が認められない卵巣，卵胞嚢腫ま
たは卵巣静止）とした。これらの受卵牛の中から正常な黄体を有する牛（｝群の3
等級；A，A－1，B）を中心に胚移植に供した。なお、黄体検査時に子宮の収弾
が＋を越える牛および肥厚感が±を越える牛は、黄体形状が良好でも移植候補牛か
ら除外した。
3．黄体機能の増強
　移植2日前に受卵牛の一部に5mgのプロゲステロン（水性オバプ臼ン、デン力
製薬）を筋肉内注射した。そして、投与しなかった受卵牛との受胎率を黄体形状毎
に分類し、比較した。
4．移植方法
　新鮮胚または凍結胚を原劉として↑頭の受卵牛に霊胚ずつ、発情後7－8日自の
受卵牛の黄体側子宮角に頸管経宙法を用いて移植した。その際、尾椎硬膜外麻酔等
の直腸漸動の挿制処置および移樺前日の膣洗浄［il］は実施しなかうた。移植後
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の受胎の確認は移植後40－50日の胎膜触診法で行い、再度90－S20日の発
情ノンリターン法で確認した。
各試験区の受胎率の比較はx2検定により行った。
実験1
　移植前日の受卵牛の黄体形状を3群7等級に分類し、等級別の受卵牛の受胎率を
調べた。
実験2
　プロジェステaンを投与群と非投与群の2区に分けて、受卵牛の受胎率を調べた。
実験3
　農家の発情観察記録の有無から農家を3群に分け、各農家の受卵牛の黄体形状を
実験1の基準に基づいて分類すると共に、胚移植による受胎率を調べた。
実験4
　発情兆候別に受卵牛を3等級に分類し、移植前日の黄体形状の牙窃ならびに胚移
植による受胎率を調べた。
実験5
　実験1から実験4で開発された受卵牛の選定方法を用い、1章1節で生産された
優良遺伝形質を有する胚を移植した。胚の移植は、複数の移植技術者によって行わ
れ、移植後の受胎率を調べた。そして、本受卵牛の選定方法が、県内の移植技徳者
のマニュアルになるかどうかを調べた。
［結果］
　受卵牛候補の移植前日の黄体彫状と黄体形状別の受胎率を下ableト5に示した。移
植前日の黄体検査時に1群の正常黄体（A・A－1・B）を有した受卵牛頭数は、
124頭中82頭（66％）で昂つた。これらの等級（上位A・A－1・B）の受
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胎率は、それぞれ23／31（74％），19／29（66％），15／22
（68％）であり、各等級間に有意差は認められなかった。1群の受胎率は
57／82（70％）であり、これはil群の黄体形成不全（B－1，C，　D）と判
定された牛の受胎率（7／21、33％）に比べて有意（P〈0・01）に高かっ
た。
　黄体形成不全群（B－1，C，C－1）il7頭の受卵牛にプロゲステロンを投
与したところ、移植日に98頭（84％）が正常な黄体を形成した。この頭数は、
非投与群の頭数34頭（52％）に比べて膏意（P〈0．01＞に高かった。
Table　1－6に示すとおり、プロゲステロンを投与された黄体形成不全群の受胎率
（50／116）は、非投与群の受胎率（t7／66）に比べて有意
（P＜0．05）に高かった。一方、正常黄体（A，A－1，B）を有する牛にプ
ロゲステロンを投与した場合、受胎率は167／320（52％）で、この受胎率
は非投与群の受胎率（57％）と同等であった。また、このことは、プロゲステロ
ン投与によって、受卵牛の黄体形成が限害されなかったことを示している。
　農家の発情管理の良否と胚移樟の受胎率の関係をTable　1－7に示した。　A区の農家
が保有する121頭の受卵牛候補のうち、黄体検査時に正常な黄体を形成していた
受卵牛は106頭（88％）であった。この受卵牛に胚を移植したところ、77頭
（73％）が受胎した。一方、発情観察記録が無いB区の農家で正常黄体を形成し
た受卵牛は70／129頭（82％）とA区のそれと同等であったが、受胎率
（54％）はA区に比べて有意（P〈0．05）に低かづた。C区の農家の正常黄
体を形成した受卵牛頭数（41／81、51％）およびその受胎率
（15／41、37％〉は他区の成績に比べてそれぞれ有意（P＜0．01＞に低
かった。
　受卵牛候補の発情兆候別の黄体形状と受胎率をVable　1－8に示した。対照区
（iv区）の正常黄体を有した受卵牛は、42／63頭（67％）であった。これに
対して、正常な発情と判定された184頭の受卵牛候補（1区）のうち、
163頭（89％）が正常黄体を形成し、これは対照区の頭数に比べて有意
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（P＜0．01）に高かった。一方、発情観察で一一部不良と判定された受卵牛候補
（il区）が正常な黄体を有する割合は38％（27頭）であり、これは1区および
対象区（iv区）に比べて有意（P＜0．01）に低かった。｝区の受卵牛の176
頭に胚移植を行った結果、124頭（70％）が受胎した。この受胎率はii区およ
び対照区Gv区）の受胎率に比べて有意（P＜0．01）に高かった。
　本選定方法を用いて複数の移槙技術者が選抜した受卵牛の移植結果をTable　1－9に
示す。胚の受胎率は黒毛和種凍結胚で285／542、ホルスタイン凍結胚で
95／「85と目標であった50％の受胎率を共に越えた。
［考察〕
受卵牛の黄体検査による選定
　乗駕発情の有無によって受卵牛を選定した場合、移植時の黄体の品質と受胎率の
関係にっいては相関が認められず、全ての受卵牛で高い受胎率が得られることが報
じられている［8，17］。一方、久利生ら［i2ユは、移植前日に血漿中のプロ
ゲステロン値を測定することにより、また、砂川ら［14］は、人的な発情の確認
と移植当日の直腸検査を行うことにより、それぞれ受卵牛の選定の正確性が高まる
ことを報じている。このように、乗駕発情の確認が充分に実施できない地域におけ
る受卵牛の選定は、発情の確認と移植時の黄体検査の併用によって行われていると
ころが多い［11，12，14］。今回の実験では、乗駕発情を確認しなくても黄
体の大きさおよびその形状から受卵牛の正常性を判定することにより、受胎牲の高
い受卵牛を選定できることが明かとなった。また、本検査方法は胚移植の受胎率が
低い地域の授精師に対して指導することによっても習得が可能であることから、地
域性や特殊技能が関与した可能性は少ないと考えられる。現在、本手法は農家で胚
移植を取り組む実罵的な手段として科用されるに至っている。また、本方法は、発
惰経過2－3日目後に見られる出血痕から発情日を推定された牛を受卵牛として用
いるための選抜方法としても利用されはじめられている（田中氏、私信）。従って、
本黄体検査方法は発情が不明瞭であったため人工授精ができなかった牛に対して、
牛の空胎期悶を短縮するための繁殖手段としても利用される可能性が高いと患われ
一28一
る。
プロゲステロンの投与
　黄体検査法によって受卵牛の選定を行うと約3－4割の受卵牛は移植に不適な黄
体を有しており、これらは受胎する可能性が低いため受卵牛から除外されている
［41，12，14］。しかし、発情が同期化された受卵牛に移植できなかった場
合、この受卵牛の空胎期間は引き延ばされることとなり、農家にとって胚移植を取
り組む際の支障となる。そこで、黄体ホルモン剤の投与は、受卵牛の利用効率を高
めるための加療方法として実施された。これまで、黄体ホルモンやhCGを投与さ
れた乗駕発情牛の受胎率は、非投与区のそれと変わらないことが報じられている
［18，19］。また、向井ら［11］は、プロゲステロンはネガティブフィード
バックの恐れがあるため、黄体機能の増強にはhCG剤を用いている。これに対し
て、ヒトの体外受精では、胎盤由来のプロゲステ0ンが産生されるまで、発情直後
の子宮環境を整えることを目的にプロゲステロン製剤が投与されている［20ユ。
ヒツジでも、黄体期の初期に外因性プロゲステ臼ンを膣内に挿入することにより、
血液中のプロゲステ日ン値は柑乗的に増加したことも報じられている［21］。本
投与試験では、黄体形成不全の受卵牛に対しては黄体を発育させるとともに、受胎
率を高める効果が認められた。また、正常な黄体を有する受卵牛への投与によって
黄体形成は阻害されず、受胎率の低下も認められなかったことから、ネガティブフ
ィードバックは起こらなかったことが推測できる。プDゲステ日ンが投与された受
卵牛の子宮は、収弾感、肥厚感ともに正常であったことから、子宮に対しても有効
に作用したと考えられる。これらのことから、乗駕発情を確認しない受卵牛に対す
るプロゲステロンの投与は、黄体の増強作用を促すと共に、子宮内膜を増殖させ環
境を整えるのに有効に作用したのではないかと推察される。
受卵牛の発情鑑定による選定方法について
　受卵牛の良否の決定を発情日以降に行えぱ、少なからず受卵牛の利用効率の低下
を招く［11，12，14］。乙のため、将来的に利用されない受卵牛が発情日に
選定できれば、作業の簡易化が行える。また、移植前日の黄体検査法で受卵牛を選
定すれば、農家の強い希望により黄体形成不全の牛に移植が実施されなければなら
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ない場合もある。発情確認と排卵確認の併用により受卵牛の適否を選定することは・
このような胚の非効率な移植を回避することに対しても有益と思われる。
　農家の日常の発情鑑定や発情記録の記帳は、牛の繁殖率を向上させる基本的な作
業である［A－3，13］。加茂前［22］は、繁殖台帳から卵胞嚢腫等の繁殖障
害の発生を予測しており、繁殖記録の重要性を唱えている。今回の結果でも同様に・
受卵牛の発情時の選定には、農家の観察記録の童要性が示された。
　受卵牛の発情日を供卵牛の発情日と同期化することは、胚移植の受胎率を高める
ために不可欠な要素である［5，6，8〕。今回の実験で発情を確認した牛の中に
は、翌日になっても発情が継続している牛が1割程度認められた。このため、現状
の発情鑑定方法では、排卵する時期を正確に予測することは不可能であろう。従っ
て、排卵確認は、ドナーの性周期の±1日以内に同期化されたかを確認するため、
そして発情が継続した牛に対しては人工授精を実施する機会を与えるため、発情確
認に付随する不可欠な作業と考えられる。
　本実験で示された受卵牛の利用効率ならびに受胎率は、乗駕発情の有無で選定さ
れた受卵牛の成績［6，8，9ユに劣らない成績であった。従って、乗駕発情が観
察できない地域において、発情の良否によって受卵牛を選抜することは・受卵牛の
受胎率をこれまでよりも向上させる手法として有効と考えられる。一方、今回開発
された受卵牛の選定方法は、1回の移植に4回の検査を必要とする。このため、人
工授精と比較すると、多くの経葺と労力が要するため、さらなる簡易化が望まれる。
例えば、Gn－RH製剤による排卵の人為的な誘起［23］や・農家の発情確認方
法の指導等によって、発情時の舞定はさらに簡易化されるものと患われる。
［結論］
　受卵牛の乗駕発情が確認できない地域では、移植前に黄体の良否によって受卵牛
を選抜することにより、受胎すや可能性の高い受卵牛が確保される。黄体形成不全
牛に対するプロゲステロンの投与は、受卵牛の利用効率を高めることと・受卵牛の
受胎率を融るためのホルモン聯として有効であることが示される・また・蘇
の発情確認一人工授精師の発情確認一排卵確認から構成される発情確認方法は、非
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移植供用頭数を減らすことと、乗駕発情が観察できない地域で受卵牛の受胎率を向
上させる方法として有効であると考えられる。
［文献］
1．杉江弘．相馬正．牛の胚移植．In杉江弘著．家畜胚の移植．養賢堂．
　　　1989二234－291．
2．金川弘司、受精卵移植の現状と技術の実際．金川弘司著．牛の受精卵移植．
　　近代出版，1984：21－112．
3．鈴木達行．受精卵の移植．In日本人工授精師協会．家畜人工授精講習会
　テキスト，1989；263－305、
4．Sreenan　JM．　SucGessful　non－surgi　cal　transfer　of　ferti　l　i　zed　cow
　　eg9」s．　Vet　Rec　1975；　9．6　：　49D－49］．
　5．Lindnar　GM，　Wright　W－Bovine　embryo　morphology　and　evaluation．
　　Theriogenology　1983；　20二　407－416．
　6，　Donaldson　しE．　Matching　of　embryo　stages　and　grades　with　recipient
　　oestrus　synchrony　in　bovine　e皿bryo　transfer、　Vet　Rec　1985；　117：
　　48．9．－491．
　7『Wright　JM．　Non－surgical　embryo　transfer　in　catt1　e．．　Theriogenology
　　　1981；　15：　43－56＿
　8．　Hasler　jF，　McCauley　AD，　Lathrop　WF　Foote　RH．　Effect　of　dono「－
　　embryo－recipient　interactions　on　pregnancy　rate　in　a　large－scale
　　bovine　embryo　transfer　program．　Theriogenology　1987；　2了：　139－168．
　9．山科秀也、牛受精卵（胚）移植の応用的研究．家畜繁殖学雑誌1989；
　　　35：20P－23P。
10．農水省畜産局、平成2年度の受精卵移植の実施状況．ETニュースレター
　　　1992；12：124－126．
11．向井巡，見学一宏，朝生規義．石田和昭，早川俊司，江藤哲雄．農家牛を
　　　受卵牛として用いた場合の受精卵移植技術の受胎率向上に関する2，3の
　　　試み、第68回家畜繁殖学会講演要旨1988；27．
一31
12．久利生正邦，堂地修，宮田幸弘，下平乙夫．受卵牛の黄体形状と血中プロ
　　　ジェステロン値．家畜繁殖技術研究会誌1992；G4：181－184．
13．千葉県農業共済組合連合会．家畜共済における臨床病理検査要領1981
　　　：170－182．
14，砂川政広，笠原民夫，角田龍司，大津昇三．牛胚移植における受卵牛の黄
　　体検査および血中プロジェステロン値と移植成績．家畜繁殖学雑誌
　　　1987；33：206－208．
15．江藤哲雄，石田和昭，早川俊司，牛島仁．過剰排卵処置におけるFSH，
　　　HMG投与による採卵．家畜繁殖技術研究会誌1987；9：
　　　121－123．
16．佐藤將勝，桑山正成，浜野晴三，吉川基一，小池田明子，田中芳実．ウシ
　　　体外受精胚の新しいダイレクト凍結法の検討．東日本ET研1992；
　　　8：68．
17．Ni　enann　H，　Sacher　B，　Elsaesser　F．　Pregnancy　rates　relative　to
　　　reci　pient　plasma　progesterone　levels　㎝　the　day　of　nonsl」rgical
　　　transfer　of　f　rozen／thawed　bovine　embryos．　Theriogenol　ogy　1985；
　　　23：　631－639．
1　8．　Wal’ton　JS，　Ma　rti　neau　NA，　St　ubbi　ngs　RS．　Pregfiancy　rates　in　holstei　n
　　　embryo　transfer　recipients：　Effect　of　treatment　with　progesterone
　　　or　clenbutenol　and　of　natural　versus　i『Kduced　cycles．
　　　Theriogenology　1986；26：837－845．　S　H　e　e　a七差無し
19．Leoney　CR，　O｝deR　AJ．　Massey　JM，　Johnson　CA，　Godke　RA．　PregRancy
　　　rates　fol　l　owing　HCG　adrninistratlon　at　the　’しi　me　of　transfer　in
　　　e醗b「yo－reciPie阿t　cattler　下heri　ogeflol　ogy　1984；21：　246　（abstract）．
20．矢野哲，五味淵秀，松岡良．第7回日本受精着床学会抄録集1989：
　　　55．
21．Kleemann　DO，　Walker　SK，　Seafwark　RF．　Embance〔t　fetal　growth　ift　sheep
　　　administered　progesterone　during　the　first　three　days　of　pregnancy．
　　　J　RePfod　Fert　1994；　102：　411－4i7．
22．加茂前秀夫．牛の卵巣静ヰに関する研究．家畜繁殖学雑誌1990；
一32一
23．
36：P1等一P22，
Ellington　JE，　Foote　RH，　Farrell　PB，　Hasler　JF，　冒ebb　J，　Henderson
WB，　凹cGrath　AB，　Pregrtancy　rates　after　七he　use　of　a　GnR｝｝agon†st　if｝
bovi　ne　embryo　transfer　recipients．　「rheriogenology　1991；　36：
1035－1043．
一33一
Table　1－4，　Ca七egories　of　estrus　sigh，
ClassEs七rus　sigh
1 No「「傭al　es・ヒrUS
　　　Diameter　of・fo｝｝icle　is　1．5＋0．5㎝
　　　　ExparKSing　and　upheaval　fol　1号cul　e
　　　　Thin　follicular　vaL｝1
　　　　Degene　ra七ed　co　rpus　l　u七eum　exist
　　　　St　rain　and　turg寸d　of　u七erus　is＋＋一＋＋＋
　　　　Estrus　behavior　is　clear
｝?
A　part　of　est「「お　sign　i　s　ab「℃「「陥「｝．
　　　　Dうameter　of　fo1｝icu｝e　うs　bigger　or　smaller　than
　　　　Cl　aSS　　｝　ca七egO「y
　　　　Elliptica、　a『tcl／or　not　expa「xSing　foHicule
　　　　Co　H　apsed　ovum
　　　　Degene　rated　co　rpus　l　uteLm　i　s　y◎囎e　r　than
　　　　cl　aSS｝catego　ry
　　　　Estrus　behavi　or　is　n◎t　clear
l? Abnc⊃mal　es七「鵬
　　　　FolliCU｝ar　cyst
　　　　Dege「鴇「置ted　co「つus　｝trbeom　i　s　nlコt　exうst
　　　　S七！ra・i　n　ahd　turgi　t　of　ute　rus　is　＞＋＋＋　or　く＋＋
　　　　Di　rty　ce　rv・｝ca『｝　muにns
V? Observation　of　est　ru＄　siglr　instrFficiently
・一　3ター
Tabl　e　1－5．　Pregnancy　rates　of　embryo　t　ransfer　on　3
ca七egories　of　corpus　l　uteum．
classes　and　了
Class＊Category＊＊ No．　of
appearance（％）
No．　（％）　of　reci　pients
COWS transferred　　pregnant
1
　　A
A－1
　　B
total
?????ー???」 ? ?
??
??????? ????????? ?23（了4）
19（66）
15（68）
57（70）己
1ー
B－1
　　C
C－1
tota1
【?????
???
??
」??????
?????
??…?2（40）
4（33）
1（25）
7（33）b
1?1 D 10 8 0 一（一）
amount124 100 103 64（62）
＊1；Nomal　corpus　lute㎝（CL），II；Luteal　hypoplasia，
　1樋；　Follioular　cyst　or　ovarian　quiescence．
＊＊A；　Solid　CL，　A－1；　Fully　CL，　B；Cystic－like　CL，　B－1；Cystic　Cし，
　　C；HypOPlastic－、ike　CL　or　thin　layer　CL　than　A－1，　C－1；HypoPlastic
　　CL，　D；　Ovarian　quiescence．
己bVal　ues　with　different　superscript　differ　signi　ficantly　（P〈　0．01＞．
Transferred　embryos；　In　vivo　collected　e轍）ryos．
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Table　1－6．　Effect　of
pregnancy　rate．
prOgeSter◎ne　i　njeCti㎝七◎reCi　piefit　Ca七t｝e　On
PrLogeste　ro　ne　injectionNot　うnjection
Co　rpus　l　uteum
qual　i　ty＊
No．　of　「」ecip寸ents No．　of　recip号ents
七ransfe　r・【ed　　p　regnant（％）transferred　pregnan七（％〉
　　A
A－1，B
total
?
249
320
39
128
167
）｝??」?」（（ 296
94
390
176（59）
45（48）
221（5了）
B－1
CD
tota｝
73
43
116
?????【（45）
（39）
（43）a
?????」???? ?
　6
17
（28）
（22）
（26）b
＊C◎1ptis　『l　uteum　we　re　c「｝assified　acco　rdi　ng　七〇　七he　method　descri　bed
　in　table　1－5，
abVal　ue　with　diffe　rent　superscript　differ　significantly　（P　く0．05）．
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τable　1－7．　Pregnancy　rates　of　embryo　trar憶fe　r　i　n
heat　obse　rvatうon．
3different　ti　pes　of
Rank　of
fam
Hea七　〇bse　r「tat　i　on　of　fa　rmNo．　of　recipients
heat
reoord
　　heat
judlgement
exa而nedtransferred　　pregnant
　　　　　　　　（％）　　　（％）
????? exist
non
n㎝
??????go
X◎
?
121
15了?
106（88＞a
129　（82・）a
41（51）b
了7（73）c
70（54）d
15（37）e
abcdefghia＞b，　d＞e，　（P〈0．Ol）；c＞d（P〈0．05）．
v3’7・一
Tabl　e　1－8，　Corpしrs　l　u七eu面qt」a｝・｝七y　and　Pregnancy　rates　of
On　Var1◎US　eSt　rUS　Sign．
r“ cipients
Class＊　　No．　of
　of　　　　recipient
estrUS
　Appearance　rate　（％｝
of　the　CL　categ◎ry＊＊卜b，　（％）　of　r℃ci　p寸ents　with
AA－1　B　B－1　C，C－1　D　n◎rma1　CL　transferred　pregnant
1
?
?
?
184
72
40
63
??????2624
1517
2621
????
??」
7　1
3613
23　8
163
27
42
（89）a
（38）c
（67）b
176
49
51
124　（70）d
12（24）f
26（51》e
total 359 232（65） 2了6 162（59）
＊The　classifications　of　es七rt．ts　s｝gn　we　re　shown　in　Table　1．　1；　No　rmal
corpus　l　uteum　（CL），　i！；　Lu七eal　hyPop｝asi　a，　HI；　Fol　l　i　cular　cyst　or
ovar号an　quiescence，　tV；　NOt－obse「「賦七寸o「1　contrD｝，
＊＊C◎rpus　lu七eum　（CL）　were　cl　assif量ed　according　to　the　method　described
in　Table　1－5．
Val　ves　wi七h　d号fferen七　supe　rscri　p七d・iffer　sign・｝ficant｝y　a　＞b　＞c，　d＞f，
d＞e　（P＜0，01），e＞f（Pく0．05）．
一．
RS）一
Tabl　e　1－9．　Resu「｝ts　of　bOVi　he　emb　ryo　七「愉『1sfe「・
to　farmer，s　recipient　cattle．
Embryo
　　　No．　of　recうPうent
trar慮fe　rred　p　regnan七　（％）
Frozen　Japanese
Black　IVF　embryo542 285（53）
Frozen　Holstei　n
emb　ryo 185 95（51）
total 892 455（51）
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第2章　胚の分割技術を用いた牛一卵性双子の作出作出に関する基礎的研究：
　　　　顕微操作方法が牛分割胚の生存性におよぼす影響
［要約］
牛一卵性2分割胚から一卵性双子を簡易的に生産するための処置条件を検討した。
また、本方法による産子の生産性を通常の胚移植の生産牲と比較した。人工授精後
7日目に回収された牛胚をガラス針、剃刀刃および眼科用メスを用いて2分割し、
得られた分割胚の細胞数や形態を比較すると共に受卵牛に移植してその受胎率を調
べた。眼科用メスを用いて作出された分割胚数は58／68個で、作出された分割
胚の平均の細胞数は61±16個であった。この作出効率および分割胚の細胞数は、
ガラス針で作出された分割胚数（10／26，P〈0．Ol）およびガラス針や剃
刀刃で作出された分割胚の細胞数（44±11，P＜0．01；51±11，
P＜0．05）と比し有意に高かった。また、眼科用メスにて切断後、透明帯内に
還納された対をなす2個の分割胚を受卵牛に移植した結果、20／35頭（57％）
の受卵牛が受胎し、7頭の双子を含む27頭の産子を得た。胚1個当たりが産子に
なる生産効率（27／35，77％）は非分割胚（対照区）のそれ（54／128，
42％）よりも有意（P＜0．01）に高かった。このことから、分割胚の生存性
は分割時に受ける傷害の大きさに影響され、これは切断器具の改良により最小隈に
抑えられることが示された。また、眼科用メスを用いて分割後、透明帯内に還納さ
れた分割胚を作出する一連の牙割方法は、1個の胚から産子の生産効率を高める方
法として実用段階で利用できる可能性を示している。
［緒言］
　一卵性双子が少数例ではあるが自然発生的に生産されること［1，2ユ、および
2細胞期胚割球が単独で個体に肇生することが実験発生学的に証明されたことから
［3－5］、哺乳動物胚は産子体発生していくために必要でかつ十分な細胞数を保
有していることが明かとなった。以来、この割球の全能性に関する研究の進展によ
って、家畜でも1個の胚から一卵性双子を人為的に作出する試みがヒツジ［61、
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ヤギ［7ユおよびウシ［8，9］で報じられてきた。しかし、これらの胚の分割方
法は供試する胚を卵管から採取するため、ドナーの外科的な手術や・分割胚の一時
的なヒツジ卵管内での培養が要求される。胚の分割技術を商業的な牛胚移植に導入
するには、非外科的な方法で採取された胚が供用でき、分割胚が長時間培養される
ことなく、頸管経由法を用いて移植できることが望ましい。
　Ozil　et　al，［10］とLambeth　et　al．［11］は、非外科的に採取されたコンパ
クト桑実胚を、Ozi1［12］は胚盤胞を用いた牛胚の分割方法を考案し、それぞれ
一卵性双子の作出に成功した。しかし、胚の切断には何本ものマイクロツールを必
要とし、操作方法も複雑で熟練を要した。このため、これらの方法を用いた分割胚
の作出成功率は70％程度と低率であった〔10－13］。
長嶋と尾州［14］はマウス桑実胚の分割方法としてガラス針を用いた「上方か
らの押し切り法」を開発し、作出された分割胚から高率に一卵性産子を作出できる
ことを報告した［15］。彼らの分割法は胚の保定と切断を1本のガラス針で行っ
ていること、分割に先立ち、胚の保定を行い易くするためにプロネースによる透明
帯の脆弱化を行っているのが特徴的である。また、彼らのグループはマウスキメラ
胚の作出に透明帯への還納操作を実施している［36］。この方法は、マイク自ツ
ールが牛分割胚に直接接触することなく操作できる点で、透明帯還納操作時の損傷
を軽減でき得る可能性を秘めている。そこで、これら一連の操作方法が牛胚の分割
処置に応用できるか否かを検討した。また、胚の分割成功率をより高めるため、牛
胚の切断に用いる分割器具の比較試験を行った。分割器具が胚細胞に与える損傷の
程度を計測する示標として、作出された分割胚の形態と細胞数を講ぺると共に、受
卵牛への移植試験を実施してその受胎率を比較した。
［方法］
1．供試胚
供試牛には黒毛和種およびホルスタイン種経産牛を用い、第1章の多排卵処置法
に従って、7－一　8日目胚を非外科的に回収した。
　Lindner［17」の方法に従って分類を行い、胚の輪郭色謂ともに明瞭で変性紐胞
一41
が10％未満の7日目のコンパクト桑実胚と初期胚盤胞および8日目の脱出胚盤胞
を実験に用いた。
2．分割胚の作出
胚の分割方法は長嶋と尾川の方法［14］に準じて実施した。すなわち、プロ
ネース（アクチナーゼE、科研製薬）の濃度は三宅ら［18］の方法に従い、
6000チロジン単位／m1（2％プロネース液）としてPBS（一）液に溶解し
た。このプロネース液に胚を1分間浸漬することにより透明帯を脆弱化した。
30％非働化子牛血清加PBS（以下m－PBS）にて3回胚を洗浄後、パラフィ
ンオイル（関東化学）に被覆されたm－PBSから成る微小滴中に胚を移した。次
いで、マイクロマニピュレーターに接続されたマイクロツール（実験1参照）にて
胚を保定しながら、上方から下方に押し下げることにより胚を2分割した。
3．分割胚の透明帯への還納処置
　分割胚を還納する透明帯は多排卵処置時に採取された変性卵から作出した。すな
わち、上段からの押し切り法を応用し、変性卵の透明帯の半分程度に切れ目が入る
まで上方から圧迫した。次いで、直径100μmの保定用ピペットと切断針を用い、
透明帯の列断部が保定用ピペットの開口部に位置するように切断針の先端で保定し
た。その後、保定用ピペットの開口部から培養液を噴射させることにより、透明帯
内の細胞質を噴射除去した。これらの透明帯をパスツールピペットにて吸引・排出
を3回繰り返すことにより洗浄徐、分割胚還納用の透明帯として使用した。分割胚
の透明帯還納はKashiwazaki　et　al．［16］の方法に従って実施した（Fig．2－1）。
すなわち、保定用ピペットと切断針を用いて透明帯裂断部を開口した。次いで、分
割胚を顕微鏡載物台を用いて透明帯の開口部まで移動した。そして、切断針によっ
て押し広げられていた透明帯の開口部を閉じた。この一連の操作方法によって、分
割胚は直接マイクロツールに接触することなく透明帯に還納された。
分割胚の生存性の判定
　作出した分割胚は20％非働化成牛血清加Ham－F12（日水）にて1－3時
間培養後、その形態が観察され牽。分割胚の培養はプラスチックシャーレ
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（Lux5221）に作出された培養液微小滴中で行われ、5％CO2、95％空気、
飽和水蒸気の気層下にて37℃で行った。分割胚の形態評価はNagashima　et　a1．の
方法［15」に準じて4等級で行い、Eu（切断面が修復して胚盤胞腔が観察される
胚）、Pseud（切断面は修復したが胚盤胞腔の発育が認められない胚）
Not－i　ntegrated－fo隔岱IF；胚の立体構造が壊れて異常発達を始めたり、生存する
細胞塊の量が著しく減少した胚），およびDead（死減胚）とした。
細胞数の計測
　分割胚の体外での生存性を調べるため、培養2時間または18時間後に一部の分
割胚を用いてその細胞数を計測した。細胞数の計測法はTarkowski　et　al．
［19］の方法を若干修正して実施した。すなわち、これらの分割胚を低張処理
（0．9％クェン酸ナトリウム、7分間）した後、固定処置（メタノール：
酢酸：DWの3：2：1の4℃の混合液、　t分間）を行った。ついで、少量の固定
液とともに胚をスライドグラス（S－211，マツナミ）上に移すことにより胚細
胞を空気乾燥によって展開した。作出した標本は1時問風乾（37℃、1時閤）後、
5％ギムザ液fl　10分間浸漬染色してから400倍の生物顕微鏡にてその細胞数を
計測した。
分割胚の移植
　胚の形態と細胞数の計測結果を参考に、正常な分割胚を移植可能分割胚とし、移
植試験に用いた。受卵牛には野外から提供された発情同期化（±1）受胚牛を用い、
黄体側子宮角に頸管経由法を用いて移植した、妊娠鑑定は移植後90臼で実施し、
その後産子への発達について調べた。そして、移植後の受胎率および一卵性双子の
生産率を非分割胚（対照胚）の成績と比較した。
統計処理
　得られた結果はt検定またはx2検定により統計的有意差の検定を行った。
実験1
　ガラス針による押し切り法で作出された分割胚の形態別の細胞数を比較すること
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により、形態毎の分割胚の損傷の程度を調べた。
実験2
　材質が異なる3種類の切断器具を用いて分割胚を作出し、その形態と培養後の細
胞数を調べることにより、分割器具が分割胚に与える損傷の程度を調ぺた。
分割するマイクロツールにはガラス針（切断するガラスの直径が30μmで針の長
さが1cmのもの）、剃刀刃（バイオカット，フヱザー社）および眼科用メス
（DRM－12，信越科学）を用いた。ガラス針と眼科用メスの消毒は70％エチ
ルアルコールの粉霧と5分間の紫外線照射にて実施した。
実験3
　実験2で用いた3種類のマイクロツールを用いて胚を切断後、作出された対をな
す2個の分割胚の移植試験を実施した。1組の分割胚を発情伺期化された受卵牛の
黄体側子宮角に2胚移植してその受胎率と生産された産子数を比較した。
実験4
　実験3の結果を参考にして作出され距分割胚を透明帯に還納後、発情同期化され
た受卵牛の黄体側子宮角に2胚移植してその受胎率と産子数を調べた。またこの受
胎率を非還納胚や、非分割胚の成績と比較した。
〔結果］
分割胚の形態と細胞数との関係
　4等級にて分類しだ胚の細胞数をTable・　2－3に示した’e　E・uランク胚の平均の細胞
数は34±11個（n＝13）であった。この分割胚の細胞数は対照となる胚の
1／2の細胞数（35±16個：69x1／2）とほぼ同じであり、統計的な有意
差（P＞0．05）を認めなか’pた。一方、分割胚の形態がPseud，NIFおよびDeadと
ランクが劣化するに伴い、胚細胆数は23個、i3個および1個と有意
（P＜0・05）に減少した。耳のことから、分割により重度の傷害を受けていな
い分割胚はEuランク胚だけで品ると考えられる。
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切断器具の影響
　ガラス針を用いて初期胚盤胞の切断を行つた際、胚の絨毛を切断できず、連結し
たままの分割胚の作出例が認められた。剃刀刃や眼科用メスを用いて胚を分割した
場合は、上記のような例は認められなかった。一方、剃刀刃の場合、分割胚が刃と
シャーレの接触によって形成されるシャーレ底の傷に粘着して遊離しないことがし
ばしば観寮された。また、分割胚の切断面の修復には培養1時間を要することも認
められた。これに対して、眼科用メス使用時には分割時に胚がシャーレに付着する
ことも少なく、また作出された分割胚の修復はより速やかで、おおむね10分以内
には球形の立体構造を再構築した。
　Table　2－2に示すように、剃刀刃にて胚を切断して得られるEuランク胚数は
80／96（83％）であった。これは、眼科用メスによる分割胚の作出成功率
85％（58／68）とほぼ同じである。一方、ガラス針で切断して得られる
Euランク胚数は10／26個であり、これは剃刀刃（P＜0・01）や眼科用メ
ス（P〈O、05）の成績に比べて有意に少なかった。眼科用メスで切断後・さら
に18時閤培養されたEuランク胚の細胞数は61個であり、これは対照となる胚
の1／2の細胞数（69±14個：137x1／2＞との間に有意差を認めなかっ
た。また、この細胞数は他区のEuランク胚の細胞数（44個および51個）と比
べ有意（P＜O．01およびP＜0，05）に多かった。このことは眼科用メスに
て作出されたEuランク胚は、分割によって受ける損傷が他区に比べて少ないこと
を示している。
　Table　2－3に各分割器具で作出された分割胚の移植成績を示す。眼科用メスにて作
出された33組の分割胚を33頭に2胚ずっ移植し彪ところ・15頭（45％）の
受卵牛が受胎し、5組の双子を含む20頭（61％〉の産子を得た。これに対し、
剃刀刃で作出された分割胚の受胎率と産子数は、5／20（25％）および1組の
双子を含む6頭（30％，P＜O．05）であり、眼科用メスのそれとの闘に有意
差が認められた。一方、ガラス針使用区の受胎率と産子数は前の2区に比べて低率
であり、1／6および↑／6であった一。
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透明帯還納胚の受胎率
　2個の分割胚を透明帯に還納する作業時間は概ね5分程度であった。透明帯還納
胚と非還納胚の受胎成績をTable　2－4に示す。透明帯に遠納した分割胚35組（70
個）を35頭の受胚牛に2胚つつ移植したところ、このうちの20頭（57％）が
妊娠し、7組の双子を含む27頭の産子が得られた（Fig．2－2a）。また、1個の胚が
産子にいたる効率（27／35，77％）は、通常の胚移植の効率（54／i28，
42％）に比して有意（P＜0．01）に高かった。これに対し、非還納胚の受胎
率（6／22）および産子数（8／22）は、還納胚のそれらに比べてそれぞれ有
意（PくO．05）に少なかった。一方、透明帯から既に鰐化した脱出胚盤胞由来
の分割胚の受胎率は5／10（50％）であり、透明帯還納胚の受胎率と有意な差
を認めなかった。
［考察］
分割操作が胚に与える損傷
　牛2－8細胞期胚を分割に供試した場合、全ての割球を破壊することなく分割す
ることが可能であり、一卵性をなす2－4組の分割胚が作出されている［8］。こ
の方法を用いて、Willadsen　and　Polge［8］は一卵性3子を、　Loskutoff　et　al，
［20］は一卵性4子を生産したことをそれぞれ報じた。これに対して、商業的に
流通されている牛7日目以降の胚を供試した場合、分割時に胚細胞が損傷を受ける。
このため、多分割できる可能性は低く、現在までに一卵性3子以上の生産例は報告
されていない［21］。
　牛胚割球同志は細脇表面の絨毛により⊃ンパクト桑実期にtight　junctionを胚盤
胞期でgap　junctionをそれぞれ形成して、割球同志が互いに強固に連結する［総説
22｝。このtight　junctiouはCaを含まない培養液中にて培養すること［15］、
低張処理およびサイトカラシンにて一時的に弱めることが可能である。しかし、こ
れらの処置を行うことにより、作出された牛分割胚の生存性は低下することが認め
られている（角田、私信）。一方、tight　junctionやgap　juncti　onが形成された胚
を分割に供することにより、切断面の細胞は損傷あるいは破壊される。今回の実験
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でも、予想される細胞数よりもはるかに少ない細胞数から構成された分割脛が存在
した。この、胚の分割操作の物理的な傷害は、作出された分割胚の細胞数や分割胚
体外での生存性に対しても悪影響を与えることが認められている［23］。このた
め、コンパクト桑実期以降のステージの胚にある切断方法の改良は、分割時に起こ
る胚の生存性の低下を如何に軽減するかに言及される。
　今回の実験により改良された分割方法は、分割に先立って胚を透明帯から取り出
す作業を行わない点［lO　一・13］、透明帯の脆弱化を行っだ後に透明帯と共に胚
を切断する点124，25］、および透明帯の還納は分割胚の吸引をマイクロピペ
ットで行わない点［10－13，24，25｝で他の報告と操作方法が異なってい
る。本実験で1個の胚から産子が生産される効率は対照区のそれよりも高く、商業
的に実施されている他の分割方法［24－26］の双子生産率（7－29％）と同
等の結果を得た。このことから、本分割方法は、分割胚の生産効率を高める方法と
して今後の利用価値は高いと考えられる。
胚の分割方法について
　これまでの透明帯外に取り出した後に分割する操作では、分割の際に人為的な失
技が起こることも報告されている［10－13］。著者は本実験に先立ってプロ
ネース処理を行わないで胚の分割方法を試みた［27｝。その際、ガラスの針圧で
は牛胚の保定の際に胚が滑脱するため、分割操作はむしろ煩雑であり、時間も要し
た。これに対して、Robert　and　BaviSter［28］は、透明帯が完全に消失しないう
ちはプロネースは胚に対して有害ではないことを報じている。また、三宅ら［18】
は、牛胚の分割に先立つて行われるプ巳ネース処置は、透明帯を膨張させるととも
に柔軟性を高めることを報じている。また、彼らは、プロネース処置により切断時
にかかる透明帯内の内圧が弱まることが、胚細胞にかかる圧力を軽減することや、
分割器具と胚細胞の接触を防止することにも有益であることを示唆している。今回
の実験では、プロネース処置を実施することにより、胚の保定と切断をマイク自
ツール1本のみで行うことが可能であり、分割は極めて容易に実施できた。また、
作出される分割胚数は非処置区で得られる数に比べて多かつたことも確認している。
この様に今回の実験では、分割に先立って実施されるプ自ネース処置の有用性が示
唆された。
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分割器具による比較
　ガラス針はコンパクト桑実期以前の胚割球を破壊することなく2等分離する手法
として、マウス胚［15】あるいはヤギ胚［7］でその有用性が認められている。
しかしながら、牛胚盤胞を切断する場合、ガラス針は胚盤胞形成時に構築される
gap　junctionを切断することが困難であることをOzi1［12］や佐伯ら［29］が
報じている。今回の実験でもこれらの結果と同様に、ガラス針によって分割を行う
ことで、分割胚の細胞数および体外での生存性は低下した。一方、剃刀刃で作出さ
れた分割胚の形態は眼科用メスで作出された胚の形態とほぼ同じであった。しかし、
胚細胞数の測定結果や受胎成績は眼科用メスの成績よりも劣っていた。このことか
ら、剃刀刃が分割の際に与える損傷の程度は眼科用メスが与える損傷よりも高かっ
たと考えられる。
　これに対して、眼下用メスにて作出された分割胚の培養後の細胞数は、対照とな
る1／2の細胞数と同等であったことから、分割によってうける損傷の程度は今回
使用した器具の中では最も少なかったと考えられる。一般に、分割胚の体外での生
存性は非分割胚のそれに比べて低く、4時間［30］あるいは12時間［23，
25］以上の培養で分割胚の生存性は低下することが報じられている。しかし、本
実験で作出された分割胚は上述したような体外での生存性の低下は認められず、体
外で18時間培養した分割胚の細胞数は他の分割胚の細胞数を計測した報告（対照
区の胚細胞数i21個の時の分割胚の細胞数41個［30］および対照区の胚細胞
数107個の時の4t個［313＞と比較して同等かそれ以上の成績であった。
　眼科用メスは、先端から基底部までが直線的に鋭利であり、しかもロット差が無
い。このため、顕微鏡への設置が容易な点においても他のマイクロツールに勝って
いた。また、切断時に胚の保定状況を観察できる点、還納時において透明帯を開口
する際、先端部が保定用ピペットと同軸上に保持することが容易である点で操作性
に優れており、透明帯還納操作に対しても適していると考えられる。
透明帯還納処置について
　分割胚を透明帯に再封入する年と無く受卵牛に移植して産子を得た例（Fig．2－2b｝
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は、今回が世界最初の成功例であった［27］。分割胚を透明帯に再度還納するこ
となく移植に供して受胎するならば、透明帯還納操作の手間から回避できることと
なる。しかしながら、今回の透明帯の還納処理が施された分割胚の受胎率は非還納
胚のそれに比し高い結果を得た。これはコンパクト桑実期以降のステージの分割胚
の受胎率は透明帯の有無の影響を受けないとの報告［23，26，31］と反する
結果である。
　透明帯を機械的に除去したコンパクト桑実胚の受胎率は非処置胚の受胎率と同等
あることから、tlght　junctionが形成された胚では透明帯は不必要と考えられてい
る［32］。一方、コンパクト桑実胚の内部割球（分割胚では切断面のいくらかが
これに相当する）のtight　junctionの形成は、その後期においても外部割球の結合
に比して緩いことが報じられている［33］。この発達段階にある分割胚にマイク
ロピペットによる吸引と排出を行うと、分割胚は損傷を受けることが多数確認され
ている［11，13，25］。我々もまた、コンパクト桑実胚由来の分割胚は直径
500μmのピペットで吸引と排出を繰り返すことによって、周辺の割球が離脱する
ことを確認ている（第4章参照）。このことから、分割直後の胚は割球が遊離しや
すい状態にあり、洗浄等の操作によって損傷を受け易いと考えられる。これに対し
て、今回の一連の分割と透明帯への還納方法は顕微操作中に器具が分割胚に接触す
ることはなく、しかも作業に要する時間は約5分であった。また、透明帯に還納さ
れた分割胚で、ピペット操作により割球が離脱することは認められなかった。これ
らのことが、我々の分割胚の移植結果がこれまでの報告［23，26，31］と異
なった理由のと考えられる。
　一方、gap　junctionを形成しな脱出胚盤胞由来の分割胚は、それ以前のステージ
の分割胚と異なり、透明帯に還納しなくても高い受胎率を得た。このことは、透明
帯は脱出胚盤胞期に至るまでの間、外界の感作から分割胚細胞群を保護する役割を
有していることを示唆するものである。
［結論］
　子宮から回収された胚の分割体切断面の細胞の損傷や分割操作による影響を受け、
分割胚の形態の劣化や、細胞数の減少を招く。このため、その損傷を最小限にとど
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める分割方法の開発により、作出される分割胚の生存性は維持される。胚の透明帯
を脆弱化した後、眼科用メスによって切断された分割胚を再度透明帯内に還納する
ことによって作出された分割胚は移植後の生存性が高く、非分割胚の受胎率と同等
の受胎率が得られる。本手法は、1個の胚から効率よく産子を得られる方法として
実用段階で利用できるだけでなく、一卵性双子の作出方法として利用すれば飼養試
験等の試験精度を高めることに対しても寄与する。
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Fig、　2－1，　Zona　encased　treatment　using　scal　pel．
1）Two　demi－embryos　obtained　fr㎝aday－7　c㎝pact　molura．2）Surr〔｝gate
zona　Pellucicta　being　he｝d　by」negative　pressure　on　ho｝ding　pipette　and
being　opened　by七he　ti　p　of　a　scalpe1．3）Using　a　stere㎝icr℃scopic
manipu｝ator，　one　of　ck∋精寸一embryos　was　moved　to・ヒhe　centerσF　the
surr◎∈ほte　zona．　4）　Demi－embryo　being　enve｝oCed　the　surrogate　zona
through　the　edge　of　scalpel　setting　free．　5）　A　pai　r　of　identical
demi－embryos　afte　r　z㎝a　e悔cased　t　reatmen七，（ba同00μm）．
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Fig．　2－2．　（a）　Identical　twin　Japanese　black　calves　obtained　from　a
pai　r　of　demi－embryos，　（b）　A　new　born　Japanese　Black　cal　f　obtained　f　rom　zona－free
demi－embryo　without　zona　pellucida　（born　in　4／29／1985），
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Table　2－1．　Mean　ce｝1　nu揃be　r　of　va「・i　oしs　騰o印hO1◎gical
demi－emb　ryos　b　i　sected　by　glass　need　l　e．
Demi－embryo　　　トめ．　of　demi－
qual　i　ty　　　　emb　ryos　exami　ned
cell　rnmber
in　demi一㎝bryos
（mean±SD）1
Eu
Pseud
NIF
Dead
???」??????? 34±11b
23±14c
13±8d
1±2e
Intact
OOht　ro1 11 69±16a￥
abcdea＞b，　d＞e　（P　＜O，Ol），　b＞c，　c　＞d　（P　〈0．05）．
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Tabl　e　2－2，　Mean　ce　l　l　numbe　r　of　Eu－ranked　bl　astocysts　deve　l　oped　from
demi－embryos　bisected　by　g　l　ass　r劇1e，　razor　bl　ade　and　scal　Pe　1．
No．　of　Eu－ranked
　　demi－embryosユ）
Mi　crotOO　1No．　of
㎝bryos
bi　sected
recovered
　　　　　　（％）
examined　to
count　cel　l　S
Ce11㎜ber　in
　demirembryos　1）
（mean±SD》
Glass　needle
Razor　blade
Scal　pe1
13　　10
48　　80
34　　58
（38）bd
（83＞a
（85）c
?????ー?? 44±11b
51±11d
61±16ac
Ir比act　control　2＞ 8 137±14
エ》Eu－ranked　demi－embryos　were　cul　tu　red　for　18　h　afte　r　bisection　of
day　7　emb　ryos，　and　then　we　re　cour嘘ed　numbe　r　of　cells．
2）Intact　blast㏄ysts　col　l　e（；ted　f　r・㎝　suOe　rovu3　ated　donor　cattl　e　8　days
afte　r　est　rus．
abcdVal　ues　with　superscri　pts　we　rg　significantly　different，
　　　i．e、，　a＞b　（P＜O，Ol），　c＞d　（臼く0．05）．
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τable　2－3，　Pregr旧ハcy　ra七e　of　identical　t酒n
i㎎91ass　needle，　razo　r　b｝ade　a剛」　scalpel．
n　t　ransfe　r　of　the　embryosbisected　by　orヨ
No．　of　recipient
Microto◎1
No．　of　　de伽i－
　　emb　ryos
t「ar唱fe「・red
used　p　regrmmt
　　　　　　　　（％）x
　No，　of　　　　　Sets　of
　ca、ves　　　identうcal
bom　（％〉翠￥　hrti　ns　（％〉写翠累
grass　needle
razo　r　b｝ade
scal　pel
12　（　6pai　rs）
40　（20pai　rs）
66　（33pai　rs）
???????」1（17）
5（25）
15（45）
1（η）
6（30）b
20（61）己
??（0）
（5）
（15）
￥　No．　of　recうpieni　s　pregflant／　No．　of　recipients　used．
累翠@No。　of　ca｝ves　born　／No．　of　t　ransferrd　pai　rs　of　detni－emb　ryo6，
耳累峯@No．　of　pai　rs　of　うden七ica｝　t魑斤ns　／卜b．　of　t　ransfe　rred　paうrs　of
demう一emb　ryos，
邑ba＞bP　〈0．05．
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Tabl　e　2－4．　ComPari　son　of　the　deve　l　opment　of　bovi　ne　zorに　i　ntact　demi－
embryos　and　zona－f　ree　demi－embryos　fol　l　owing　transfe　r　to　reci　pi　ents．
No　t　of　reci　pi　ent
臨bryos
No．　of　（1｝田i－
　　emb　ryos
transferred
し歴3ed　p　regnant
　　　　　　　　　（％）x
No．　of　　　　　Sets　of
calves　　　　うdent　i　cal
bo　rn　（％）￥翠　twi　ns　（％）￥￥累
Zcma－f　ree
In・－zona
Hatched
44　（22pai　rs）
70　（35pai　rs）
20　（10pai　rs）
??【??? 」?6ー（27）b
20（57）a
5（50）ab
　8　（36）b　　　2　（　9》
2了　（77）a　　　7　（20）
　6　（60）abe　　1　（10）
Intact
control128 128 56　（43）ab54（42）c
x　トb．　of　recipients　Pregrにnt／　No．　of　reci　pients　used．
x￥@No．　of　cal　ves　born　／　No．　of　transfe　rrd　pai　rs　of　de鵬i－embryos．
x￥￥@No．　of　pai　rs　of　i　den七ical　twins　／欧）．　of　transfe　r　red　pai　rs　of
demi－embryos．
abcVa1し旧s　i　n　parentheses　indi　cate　percentage．　Values　with
superscri　pts（a，　b，　c）　were　significan七1　y　different，　i．e．，
a＞b（P＜0．05》，a＞c（Pく0．Ol）．
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第3章　分割胚を用いた染色体検査による牛性判溺胚の作出方法の検討
［要約」
　多排卵処置後7日目に採取される初期胚（後期桑実胚と初期胚盤胞〉を分割後、
性判別胚の臼程表に従い、対をなす一卵性2分割胚の一方を染色体検査に供して性
判別を行った。そして、問接的に性判別された残るもう片方の分割胚を移植試験に
供した。また、この日程表を用いて性判別胚の作出が実用段階で実施でき得るかを
調べた。
　分割後胚を作出してから分裂阻止剤で培養するまでの前培養時間を延長すること
により、性判別の成功率は52％（0時間）、81％（6時間）および95％
（15時間）に上昇した。68個の胚を用いて形態が正常で性が予知された胚は
46個（68％）であった。作出された性判別胚40個を40頭の受胚牛に移植し
た結果、16頭（40％）が妊娠し、i5頭の産子を得た。産子の性は染色体検査
で予知した牲と完全に一致した。このことから、本日程に従って胚の性判別を実施
することにより性の生み分けが可能であり、必要な産子の性を農家に供給できる技
術として実用化の可能性が示される。
［緒言］
　牛は妊娠期間が長く、性によって経済価値が異なるため、移植前に胚の性判別が
できる方法が期待されている。これまでにXとY精子の分離によっても性の生み分
けができる可能性が示唆されているが［1ユ、その精液を用いて産子の性比が変動
した報告は今のところ得られていない。一方、1個の胚を構成する細胞群は同一の
遺伝情報を有する左め、分割技術によって作出される2偲の分割胚の片方からその
遺伝能力（性など）を染色体検査等によって判定すれば、残る一方の胚の能力（性〉
を移植前に予知する可能性が考えられる。
　これまでに分割技術を用いて作出された性判別胚を受卵牛に移植することにより
予知した性の産子を得たことがMoustafa　et　al．［2］，Sigh　and　Hare［3］，
Picard　et　a1，［4］および著輩等［5］によって報じられている。しかし、これ
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らの性判別成功率は33％－60％と低率であり、性判別胚から産子に至る例数も
わずかであった［2－5】。胚の分割による性判別が実用的な性判別の手段として
利用されるには、良好な染色体像の検出率を上げることと、性判別胚の移植後の受
胎率を高めるためことが併せて実証されることを必要とする。
　著者は第2章で胚の分割方法の改良することにより、牛胚に対して損傷を与えに
くく、且つ簡便に実施することができる操作方法を考案した。この方法の利用によ
って、分割胚から効率よく産子を生産できることを認めた。そこで、第3章では、
この分割方法によって作出された2価の分割胚から性判別胚を作出する方法を検討
するとともに、作出された性判別胚の移植試験を行った。さらに、この性判別方法
が実用段階で利用でき得るかどうかについても併せて検討した。
［方法ユ
胚の性判定を行う手順とこれに伴う日程表をTable　3－1に示した。
1．供試胚
　供試牛には黒毛和種およびホルスタイン種経産牛を用い、第1章の多排卵処置法
に従って、7－8日目胚を非外科的に回収した。
　Lindner　et　al．［6］の方法に従って分類を行い、胚の輪郭色調ともに明瞭で変
性細胞が10％未満の7日目のコンパクト桑実胚と初期胚盤胞を実験に用いた。
2．分割胚の作出
　胚の分割方法は第2章の方法に準じて実施した。すなわち、歴の透明帯を2％蛋
白分解酵素液にて脆弱化した後、プラスチックシャーレの微小滴中に胚を移した。
次いで、マイクロマΣピュレーターに接続された剃刀刃の断片（バイオカット，フ
ェザー社）または眼科用メス（DRM－12，信越科学）を用いて、胚を上方から
2等分に切断することにより分割胚を作出した。そして、2個の分割胚のうち夫き
な細胞塊を移植用分割胚とし、銭るもう一方の小細胞塊を染色体検査に用い、性の
判定を行った（実験1参照）。
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3．染色体検査
　染色体用の分割胚は胚の形態が修復するまで20％非働化子牛血清を含む培地
くハイプリッティー1；三光純薬）で前培養された（実験2参照）。分割胚の培養
はプラスチックシャーレ（Lux5221）に作出された培養液微小滴中で行われ、
気層は37℃で5％CO2、95％空気、飽和水蒸気の条件とし売。その後、
0．04μg／mlのコルセミド（ギブユ）を含む培地にて4時間培養された。常
法〔5］に従い、分割胚に低張処理（0．9％クーZン酸ナトリウム液、7分間）、
ならびに固定処理（メタノール：酢酸：蒸留水の3：2；1の混合液、1分間）を
行い、っいで2次固定（氷酢酸、スライドグラスへの滴下）を順次行って染色体標
本を作成した。37℃にて1時間風乾後、リン酸緩衝液にて希釈された5％ギムザ
液（ギプコ）にて10分間染色を行い、1000倍率の顕微鏡下で鏡検して染色体
像から性を判定しk。性の判定（S　1個の分裂中期像に2個のX染色体を確認した標
本を雌とし、Y染色体を確認したり、あるいは60個の染色体に1個のX染色体を
確認した標本を雄と判定して実施された（Hg．3－1）。
4．性判別胚の受卵牛への移植
　移植用の分割胚の一部は透明帯に還納後、これと対をなす分割胚の性別が判定さ
れている問も引き続き培養された。明瞭な内部細胞塊を有する胚盤胞で性が判定さ
れた胚のみを性判別胚として使用した。受卵牛には野外から提供された発情同期化
（±1）受卵牛を用い、黄体側子宮角に頸管経由法を用いて移植し充。妊娠鑑定は
移植後90日で実施し、その後産子への発達および産子の性について調べた。
得られ泥結果はt検定またはX2検定により統計処理を行った。
実SC　1．胚の分割比率と性判別胚の作出成功率との関係
　胚の分割割合を5：5－8：2として、得られた小割球塊を染色体検査に用い、
それぞれの性判別成功率を調べ葎。また、性判別されるまで培養されていたこれに
対応する分割胚の移植可能胚数奪調べた。
実験2．染色体検査用分割胚の前培養時間と性判別性判別成功率との関係
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　前培養時間（切断処置からユルセミド液に投入するまでの時間）を0，6，15
時間に設定して、前培養時間と牲判別成功率との関係を調べた。
［結果3
胚の分割比率と性判別胚の作出成功率との関係
　Table　3－2に示すように不等分割によって対応する移植用分割胚の細胞塊が大きく
なるほど移植可能胚は増加（79－1QO％）する傾向を示した。しかしながら、
移植用分割胚が大型化するほど染色体検査用分割胚は小型化するので、それらの細
胞数（43±12個から40±10個）は有意（P〈0．05）に減少した。対応
する移植用分割胚の性判別成功率は5：5－7：3の比率で分割した区で65－
85％であった。これらの成功率は8：2で分割した区（20％〉に比して有意
（P＜0．05）に高かった。
染色体検査用分割胚の前培養時間の影響
　Table　3－3に示すように、胚の割球数は43±16個であった。これに対して前培
養0時間区および6時間区の細胞数はそれぞれ22±15個および24±13個で
あった。これらの細胞数は前培養15時間区の細胞数に比べて有憲（P〈0．05）
に少なく、従って前培養が長い分割胚では割球数が多くなる傾向を示した。
　前培養6－15時間区の胚の性判別成功率は8t－95％であった。これは前培
養0時間区（52％〉と比べて有意に高い（P＜G．01）ことを示している。
3）性判別胚の移植試験
　性判別胚の野外での移植結果をTable　3－4にまとめて示す。本研究では総計68個
の胚を5：5，6：4および7：3の割合で分割して68組の一卵性2分割胚を作
出した。一方の分割胚を用いて性判別が行え、かっ対応する分割胚が正常な形態を
有する移植可能胚は46個（68％）であった。このうちの40個の性判別胚を
40頭の受胚牛に1個づっ移植した結果、16頭（4G％）が受胎した。このうち
途中流産により産子の性を確認できなかった1頭を除き、雄7頭、雌8頭の分娩を
確認し角。産子の性は予知した性と完全に一致した。
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［考察］
性判別胚の日程表について
　牛胚を長期間培養することで胚盤胞内細胞数が減少することや［7］、牛分割胚
の24時間を越える培養によって受胎率が低下することが報告されている［4，8］。
また、分割胚を凍結保存した後産子を得た報告は認められるものの、牛分割胚や脱
出胚盤胞のような透明帯の無い胚の凍結保存技術は未だ高い受胎率を得るに至って
いない［9，10」。これらのことを踏まえると、効率の良い性判別は移植に供さ
れる分割胚が培養できる短時間のうちに実施できることが望ましいと考えられる。
このため、著者は移植用分割胚が一昼夜培養されている間にその性が判定されるよ
うに処理日程表を組み、その日程表に基づいて培養、性判別ならびに移植を実施し
た。この受胎率は、胚を分割後2－3時間以内に移植した一卵性2分割胚や新鮮胚
の受胎率（Table　2－4：31／67および56／128）との間に有意な差
（P＞0．05＞を認めないことから、この日程表は牛胚分割による性判別処置に
適していると考えられる。
前培養時間について
　牛胚を分割処置後に前培養を行うことなく直ちに染色体検査に供した報告によれ
ば、性判別成功率は33％［3］および60％｛4］である。一方、Rall　and
Lei　b◎臼1］は、分割処置後14－18時間前培養された後に染色体検査を案施す
ると染色体の検出率は85％であったことを報じている。Kashiwazaki　et　al．
［12］はマウス分割胚の性判別を行った。彼らは胚を切断してから染色体検査を
行うまでの時間を0時間から24時間にすることにより、中期核盤像の出現率が上
昇しteことを報告している。牛分割胚を用いた今回の実験からも同様に、前培養時
間が長くなるほど中期核盤像の出現率は高くなった。胚の採取とそれに引き続く胚
の分割は温度変化や物理的な障害を胚に与えるので、胚の発達速度は一時的に低下
することが報じられている［133。今回の実験からも分割後の胚の中期核盤像の
出現率を高めるためには胚の細胞分裂を活発にさせる必要が認められ、これには少
なくとも6時間あるいはそれ以上の前培養が必要と推察される。
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分割比率について
　Nagashima　e七a1．［14］は、分割胚を移植に供する際には細胞数を非処置胚の
半分よりも更に少なくすることにより、産子への発生能が低下することをマウスで
報じた。このことからすれば、胚の分割法を利用した性判別法では、染色体検査用
分割胚を可能な限り小型化する［とが望ましい。そして対応する移植用分割胚の細
胞数を減少させないことが受胎率の向上につながると推察される。本研究では移植
用分割胚の割球塊の量を50％から80％に増やすことにより、移植可能胚数は増
加する傾向が認められた。一方、性判別可能な染色体標本の作出成功率を高めるに
は、この胚細胞数を増やすことが必要であることが示唆されている［4］。本実験
の中でも性判別成功率は分割胚の細胞数が少なくなるに伴って有意に低下した。本
研究では7：3－5：5の比率で分割した場合に60－80％で性判別胚の作出が
実施できた。このことから、性判別を効率よく実施するために必要となる分割胚の
細胞数は概ね30個と推察される。
染色体解析について
　染色体標本の中で染色体が確認できても染色体の萎縮や重層すると言った染色体
の展開不足が原因とされる例が20％［3］、27％［11］および52％［15］
認められることが報告されてい葎。一方、この展開の失技を緩和するためにキナク
リンマスタード法を用い性判別球功峯を高める方法も報じられている［16］。し
かしながら、今回実施した染色体標本の作出方法で性判別できなかった標本は7％
（8／111）のみであり、その原因の多くは低調処置不足と染色体の飛散による
ものであった。今回、このように高い成功率が得られたのは標本作成に際して氷酢
酸による2次固定処置を施している点を上げたい。なお、この処置によって爽雑物
の除去も同時に行われている可能性がある。
　胚の分割法を利用した性判別では、性判別に用いる胚の細胞数が限られているこ
とや、処置から移植に至る時間年制約があることから、処置胚の分裂能力が性判別
の良否の決め手となる。また、手技に熟練を要するため、標本作成の良否が性判別
成功率を左右しやすい。しかし律がら、この性判別方法は他の性判別方法に比べて、
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最も簡単でかっ安価であり、しかも成功率が高い面から信頼性の点で秀でていると
言えよう。特に、染色体検査は性染色体を確認できる点から、信頼性が高いものの
1つであることは疑いない。このため、PCR法等の新たな胚の性判別法の開発
［17］に対しても、本法の結果と対照して研究を進めることも有効であろうと考
えられる。
〔結論］
　本日程に従って作出される分割胚を用いて胚の性判別を実施することにより、移
植前に胚の性を予知することが可能である。また、本技術は必要な産子の性を農家
に供給できる技術として実用化の可能性が示される。
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Fig．3－1．　bOvi　ne　chr㎝os㎝es　of甲1　e（right）and　female（1ef七）obtained
from　derni－embryos　fうxed　by　ai　r一dry」me七hod　fol　lowing　being　cultured
O．04μg／ml　oolsem柑面㎝for　4　h，争indicates　a　sex　ch㎜。s㎝e．
1
一一U8一
Fig，3－2，　A　Japanese　Black　ma｝e
demi－embryos．
qalf　obtained　from　sex－predicted
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Tabl　e　3－1．　Time　schecinle　for　sexing　of　bisected　ernbryos　by　karyotyping．
Time Pr㏄edure
AM　9：00　Co「口ectうon　of　7－days　embr」yos
　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　12：00　Sel　ectioh　of　embrLyos　for　bisection
酬3：00Pr。隠se毛reat㎜nt
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BisectiQl”　of　embryos
「燃：7一一「15：00
　15：00
（M6：00）
　15：00
（AM　10：00＞
　　’v’t’”繋纐隷馨叢嚢蓮
　　
Preうncuba七ion
of　demi－e鵬b　ryos??
醗層鎌垂1霧嚢嚢糞蒙鰯
P鮪19，00　　Karyotypう　eal
　（AMI　10：00）
AH　11　：30
剛2：00
　　　　　　　　　Pr paration
卜屏買）tonic　t　reatmen七
Fixati㎝一1
Fixation－2
B｝　o騨i　ng　dry　or虎o　slide　glass
SSain
H声croscopi　c　exam量nat　i　qn
Se）ci　ng　by　di　rect
ch　ror！）os◎ma｝　an匿1ysis
　L＿　．＿＿＿　，＿＿　　　　＿
鱒鯖i雛難』醗籍
Encas・i　ng　dem・｝－emb　ryos
in　zor』a　pe｝luc寸dael
Cu｝tur℃　in　media
（37°C　in　5％　OD2）
　　　Ir脳〔｝「「ect　judgement　of　sex
－l
　　　Transfer1隔ing　sex－predi　cted
　　　e詑｝ryOS　tO　reC　ipient　Catt｝e
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τabl　e　3－2．　kelation　between　bisection　ra七io　and　sexi　ng　rate
in　bovi　ne　embryos．
Ratio　of　bi　secti◎n 5：5 6：4 7：3 8：2
No．　of　embryos　used 28 15
N◎．of　sexed　demi－e而byos　（％）1
：d号rect　chromosofr　al　analysis23　（82｝　　　17　（85）　　　13　（65）3（20》
No．　of　ce　l　l　s　per　d㎝i－embryes
for　chrOFTiosornal　analys　i　s
（mean±SD） 43±12a　30±14b　17±6c　10±10d
卜b，　of　demi－－embryos　developed
うrl　vitro　（覧）累累 22　（79）　　　17　（85）　　　18　（90）　　　15　（100）
No．　of　sexed　detfii－一・embryos
：　indi　rectly　chromosomal　analysis
and　develoPed　in　vitro　（瓢）累翠翠　　　　18　（64）　　16　（80）　　12　（60）3（20）
峯No．　of　sexed　demi－emb　ryos　di　rectly／』D．　of　emb　ryos繍．
’xtW）．　of　demi－embryos　deve｝opedうn　vう七ro／卜b．　of　embryos　used．
＊￥；No．　of　sexed　demi－er由ryos号ndi　rect、y〆翫）．　of　emb　ryos　used．
abcdSignificant｝y　d寸fferent　a＞b＞c，　P〈0．01；c＞d，　P〈0．05．
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Table　3－3．　Effect　of　preincubati㎝of　bisected　embryos　on　sexing　and　total
cell　number　of　d㎝i一㎝bryos．
Preincubati　on
　　　　　　　　　（h）
N◎．　of　e磁）ryos
used　for
bisecti㎝
Nζ）．　of　sexed
demi－etnbryos　x
　　　　　　　　（％）
No．　of　cells
per　demi－
embryos
（mean±SD）
No．　of
metaphases
per　de而一
　　embryos
（mean±SD》
0 25 13（52）c22．2±15．1c1．0±1．1
6 42 34（81）b24．2±13．4c1．8±1．8
15 12 20（95）a42．7±15．9邑 2．0±1．6
ネNo．　of　sexed　demi一㎝bryos／bO．　of　demi　r㎝bryos　used　for　bisecti㎝．
abcdSignificantly　different　a＞b，　P〈0．05；a＞c，　P＜0．Ol．
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Table　3－4．　Development　of　sexed　de而i－emb　ryos
fol　lowing　tranfer　to　recipient．
N◎．　of　pairs　of　bisected　embr「yos
No．　of　demi－e鵬bry◎s　sexed　indi　reCtl　y
at藺」dl　（k∋vu∋10P圃e｛S　in　vitro　（％）
No．　of　sexed　e「nbryos　t「ur）sfe「巳red
卜b。　of　rr∋ci　pients　prregnant
No．　of　fetuses　obtai　r）ed
68
46，（68）￥
40群
16
15
￥bi　sected　pai　rs．
孝＊1　embryo／　l　recipierrヒ．
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第4章　牛性判別胚の効率的作出方法の検討：
　　　　PCR法を用いた性判別成功率の向上
［要約］
　PCR法の導入によって、極めて少量の胚細胞あるいは変性した細胞から性の判
定が行える可能性について検討した。また、この性判別法が品質が良好な胚あるい
は、変性細胞を有する胚の性判別に対しても適用され得るかにっいても併せて検討
した。
　採取された7日目胚を変性細胞の量から3等級に分類後、それぞれの等級毎に変
性細胞を含む小割球塊と生存細胞からなる分割胚とに2分割した。変性細胞を含む
小細胞塊を性判別に供試してPCR法によりFair胚（18／19、94％）および
Poor胚（10／17、64％，　P＜0．05）で、染色体検査によりGood胚
（64／76、84％）およびFai　r胚（20／43、49％，　P＜0．01）で性
が判定された。Good胚、　Fai　r胚およびPoor胚由来の移植用分割胚の細胞数は45－
56個であり、品質による違いはなかった。しかしながら、Fai　r胚およびPoor胚由
来の性判別胚の受胎率は9／38（24％、P＜0．05）および1／10
（10％）であり、Good胚由来の性判別胚の受胎率（22／48、46％）に比べ
て低い傾向を示した。これらのことから、実用段階での性判別胚の作出には、分割
に先立った胚の品質評価が重要と考えられる。また、PCR法による胚の性判別方
法は少量の胚割球から効率よく性を判別する方法であることが示された。
［緒言］
　大量の胚細胞を用いなくても胚の性が予知できるようになれば、性判別胚の細胞
数は増えるため、その生存性は高まることを第3章で示した。しかし、現行の染色
体検査で確実に性判別を行うには30個程度の胚細胞数が必要である［第3章］。
これよりも少ない胚細胞数にて染色体検査を行えば、中期核盤像が出現する可能性
が低くなるため、高い分裂指数（細胞数当たりの中期核盤像数）を得るための染色
体検査方法の策定が必要となる。一方、Y特異的DNA領域に対応する塩基配列の
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決定［1，2］とPCR（polymerase　chain　reaction）法を用いた性判別技術の開発
［総説3］によって、極めて少量の細胞から性判定する手法が開発された。この手
法は、牛胚の性判別方法としても利用性が高く、既に牛Y特異的なプローブを用い
た性判別が実施されている［4，5］。
　一方、牛の多排卵処置により平均10個程度の胚が採取されるが、このうち分割
に利用される変性細胞10％未満の胚は僅か3個に過ぎない［第1章］。残る胚の
内の3－4個は新鮮胚移植として利用されるが、これらは分割後の生存能が低く、
その保有細胞数も減少するため、分割への供用は避けられている［6－8］。そこ
で、移植に用いる胚と変性した細胞を含む極めて少量の胚細胞塊とに2分すれば、
移植に用いる分割胚は産子に至るために充分な細胞が確保できることになる。そし
て上述したPCR法によって胚細胞塊から性判別を行えば、これまで新鮮胚移植に
しか利用することが出来なかった胚に分割技術の利用価値が見いだせる。
　そこで、本実験では、少量の隼存細胞を用いたPCR法による性判別の可能性を
これまで利用されなかった品質の胚を用いて実施し、その性判別成功率と作出され
た性判別胚の移植試験による受胎成績を調べた。
［方法］
1．供試胚
　供試牛には黒毛和種およびホルスタイン種経産牛を用い、第1章の多排卵処置法
に従って、7－8日目胚を非外科的に回収した。Lindner　et　al．［9］の方法に従
って分類を行い、変性細胞の量が10％未満の胚（以下、G胚とする）、30％未
満の胚（F胚）および50％未満の胚（P胚）を実験に供した。
2．分割胚の作出
　胚の分割方法は第2章の方法に順じて実施した。すなわち、透明帯を脆弱化した
胚をプラスチックシャーレの微小滴中に移した後、変性細胞を含み少量の割球から
なる分割胚（以下、小細胞塊と可る）と正常な細胞からなる分割胚（以下、分割胚
とする）とに2分した。そして、小細胞塊をPCRまたは染色体検査に用い、性の
判定を行った。移植用分割胚は透明帯に還納した後、性が判定されるまで卵丘細胞
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と共培養された［10〕。培養液には5％非働化子牛血清を含むTCM－199
（25mMHEPES緩衝アール塩、ギプコ）を用い、気層は38．5℃で3％
CO2，97％空気、飽和水蒸気の条件とした〔10］。
3．染色体検査による胚の性判別
小割球塊は18時間培養液中で前培養された後、0．04μg／m1のコルセミ
ドを含む培養液中で6時間培養された。染色体標本作成ならびに性の判定方法は第
3章の方法に従って実施した。
4．PCR法による胚の性判別
　DNAの抽出はHerr　and　Reed［5］の方法により実施した。すなわち、血清等に
含まれる外来のDNAを除去するため、小割球院を0、2％プロネース液に90秒
と、1μg／m1のDNase（和光純薬）液に45秒それぞれ浸漬しながら洗浄
後、PH7、4のPBS（一）液に10回浸漬しながら洗浄した。次いで、小割球
塊を極少量の液と共にミネラルオイルで被覆された10μ1の滅菌水の入ったエッ
ペンドルフチューブに移した。そして、このチューブを液体窒素と37℃の温湯に
浸漬する事により凍結融解を5回繰り返し、小割球塊のDNAを抽出した。
　PCR法はlwayaetal．［11］の方法に従って実施した。最初のPCRに対す
るプライマーとして、牛Y特異的SRY領域に対応する511～544（Ml43
4，5’－AAG　CGA　CCCATG　AACC6A　TTCATC　GTG　TGG　T－3’）と735～758（Mi
435，5’－GAG　GC．T　GAT　ACT　TAT　AAT　TCG　GGT　ATT　TCT　CTC　TGT　G－3’）のヌクレオ
チドを用いた［1，11］。これらのプライマーのPCR産物は214base　pair
（bp）で確認される。また、サンプルエラー確認のため、ヒトY染色体特有の反
復単位（DYZ1［12］）で3512～3534と78～100のヌクレオチド
に対応するY10由来のプライマー（Y1．1，5’－TCC　ACT　TTA　TTC　CAG　GCC　TGT
CC－3’；Yt．2（5’－TTG　AAT　GGA　ATG　GGA　ACG　AAT　GG－3’）を用いた。すなわち、
DYZ1はPCRの生産物として154bpに相当し、牛雄雌両ゲノムに対して増
幅能が確認されている［13］e
　2回目のPCRに対するプライマーはMi434およびMi435の内側のプ
ライマーとしてウシSry類似配列上に設定したBS－3およびBS－4を用いた
一76一
［11］。これらのプライマーにより挟まれる検体の領域はウシ雄特異的な単一コ
ピー領域と考えられおりPCR産物は106bpで確認される［11］。
　PCR法による増幅、検体の電気泳動およびシグナルの検出のための染色は、
Innis　and　Gelfand［3］の方法に従って実施した。すなわち、最初のPCRは
10mMのTris－HC1（pH8．8），1．5mMのMgC12s5mMの
KC1，0、1％トリトンX－100．200μMのdNTPsおよび50pMの
DNAプライマー（Y1．1／Y1．2，MI434／MI435）からなる
30μ1水溶液を小割球塊DNAが入ったエッペンドルフチューブに移した後、
95℃にて10分間ディネイチャーを行った。次いで、1．，25uのDNAポリメ
ラーゼ（タックボリメラーゼ、和光純薬）を溶解した10μ1水溶液を加え、
DNA増幅装置（MJリサーチ，　Watertom，　MA）にてPCRを行った。2回目の
PCRは、最初のPCR産物の10μ1をDNAの鋳型に用い、上述した方法にて
同様にPCRを行った。　PCRは、95℃にて1分間ディナチャーを行い、54℃
にて1分間のアニーリングを行い、72℃にて2．5分間のエクステンションを行
うことを一連の反応サイクルとして、合計15サイクルづっ実施し、最後に11分
間エクステンションを行った。10μ1のPCR産物をエチレンプロマイドを添加
した4％アガロースゲルにて100Vで25分間電気泳動を行った後、トランスイ
ルミネーターを用いてバンドの検出を行い、写真撮影を行った。
　PCR産物からの性の判定は、最初のPCRで154bpにY1．1および
Y1．2のシグナルを確認し、2回目のPCRで106bpにBS－3および
BS－4のシグナルを確認した検体を雄と判定した。一方、最初のPCRで
154bpにY1．1およびY1．2のシグナルを確認し、2回目のPCRで
106bpにBS－3およびB＄－4のシグナルが確認できない検体を雌と判定し
た。最初のPCRによってシグナルが確認できなかった産物はサンプリングエラー
と判断した（Fig．4－1．）。
5．移植用分割胚
　移植用分割胚および分割に供試しなかった胚（以下、非分割胚とする）の一部は、
第2章の方法に従って胚細胞数を計測した。そして、供試した胚の品質毎に細胞数
を比較した。
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　残りの性予知された分割胚は発情同期化（±1）された受卵牛の黄体側子宮角に
頸管経由法を用いて移植された。妊娠鑑定は移植後90日で実施し、その後産子へ
の発達および分娩した産子の性と予知した性との一致を調べた。また、性判別胚の
受胎率を非分割胚の受胎率と比較した。
得られた結果はt検定またはx2検定により統計処理を行った。
［結果］
小割球塊の性判別
　小細胞塊の性判定結果をTabTe　4－1に示す。　G胚由来の小細胞塊を染色体検査に用
いた結果、64／76（84％）で性が判定できた。これに対し、F胚由来の小細
胞塊を用いた染色体検査による性判定成功率は20／43（49％）であり、G胚
由来の小細胞塊の成功率との閻に有意差（P＜0．01）を認めた。G胚とF胚の
分裂指数（細胞数当たりの中」期核盤像数）は11．5±16．9％および9．1±
16．3％であり、1個の標本当たりに出現する中期核盤像数は2．8±2．6個
および1．6±2．3個であった。一方、PCR法による性判別成功率はF胚およ
びP胚由来の小細胞塊でそれぞれ18／19（94％）および10／17（64％，
P＜0．05）であった。F胚由来の割球の性判別域功率はPCR法が染色体検査
よりも高く、有意差（P＜0．01）を認めた。PCRでY1．1およびY1．2
のシグナルを確認できなかった榛体がF胚に1個、P胚に7個それぞれ認められた
が、これらは作業中に起きたサンプルエラーと考えられる。
移植用分割胚の細胞数
　分割胚の細胞数の計測結果を　Table　4－－2に示す。　G胚由来の分割胚の細胞数は
56±7個で、これは非分割胚の細胞数の約半分以下であった。FおよびP胚由来
の分割胚の細胞数は50±17暉および45±12個とG胚由来の分割胚の細胞数
砒して若秒なかった鮪酵（P＞°・°5）は認めら純かった・
性判別胚の移植試験
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　G胚由来の性判別胚48個を48頭の受胚牛に移植した。この内の22頭
（46％）が妊娠し、21頭の予知した性の産子が得られた。この性判別胚の受胎
率は非分割胚（対照区）の受胎率（41／70，59％）との間に有意な差を認め
なかった。これに対し、F胚由来の性判別胚の受胎率は9／38（24％）であっ
た。この受胎率は非分割胚の受胎率20／39（51％）に比べて有意
（P＜0．05）に低下した。P胚由来の牲判別胚および非分割胚の受胎率は共に
低率で10％と23％であった（Table　4－3）。
［考察］
　Williamns　et　al．［7］とMcEvoy　and　Sreenan［8ユは、胚の生存細胞を2等分す
る方法にて一卵性双子を作出する場合、分割に供馬する胚の品質の劣化は分割胚の
生存性に対して悪影響を与えることを示した。彼らは、作出された分割胚の保有す
る細胞数が低下することがその主たる原因であると考えている。そこで、著者は生
存細胞からなる移植思の分割胚と変性細胞を含む少量の細胞塊になるように分割を
行うことで、移植用分割胚の細胞数を増やすように心がけた。また、極めて少ない
量の細胞から性が判定できるように、従来の染色体検査の他にPCR法による性判
別方法を採用した。本分割法の採用により、F胚由来の分割胚は明瞭な内細胞塊と
栄養膜細胞を有し、その細胞数もG胚由来の分割胚の細胞数とほぼ同等であり、染
色体の出現率（分裂指数）から推定される細胞の分裂能もF胚とG胚との間に有意
な差を認めなかった。このことから、F胚由来の分割胚とG胚由来の分割胚は体外
ではほぼ同等の生存性を有すると考えられた。しかしながら、この細胞数の計測結
果に反して、品質が劣化している胚由来の分割胚の受胎性は低かった。このことか
ら、FおよびP胚由来の分割胚の受胎率が低い原因は、分割胚が保有する細胞数が
少ないためではなく、分割に供試した胚の品質そのものの影響と考えられる。従っ
て、胚移植により産子の生産頭数を下げることなく性予知胚を作出する場合、品質
の優れた胚に限定して供用することが望ましいと結諭される。
　染色体検査による性判別成功率は、F胚由来の小細胞塊を用いた場合に低下した。
これは、確実に1個以上の染色体像を得るに十分な細胞数が得られなかったためと
考えられる〔第3章〕。また、今回の染色体検査では多くの細胞数が得られないこ
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とを想定してコルセミドへの浸漬時間を6時間とした。しかしながら、染色体の著
しい収縮や、性判定率の低下が認められ、性判別を一層困難にした。また、雄と判
定した分割胚から雌産子を得た誤認が1例に認められた。これらの理由から、少量
の細胞塊を用いた染色体検査による性判別は、現時点では正確性に欠けると判断さ
れる。
　PCR法ではDNAの混入によるエラーは検出されず、少量の割球からでも高率
に性が判定された。これは、プロネースやDNaseを潮いてサンプルの洗浄を繰
り返し実施したためと考えられる。しかしながら、今回のサンプルの洗浄方法では、
洗浄の際に多くの変性退行した細胞や生存細胞の一部が遊離するため、最終的に回
収されるサンプルは極少量の生存細胞（目視的には5個程度）のみから構成されて
いた。特に、P胚由来の小細胞塊では洗浄中に細胞の遊離および損失が顕著に認め
られた。このため、PCR法によって性判別が出来なかった原因は洗浄中に起こる
胚細胞の損失によるものと思われる。Thibier　et　al．［14］もまた、少量の割球
をサンプルとしてPCRを行うことにより、性判別成功率は低下することを報じて
いる。一方、富永［15］は、PCRに供用する小割球塊を移動する度毎仁チップ
を交換し、6回のPBSによる洗浄することによって外来DNAのコンタミを防止
できることを報じている。このように、小割球塊の洗浄方法を簡易化することによ
り、上述されるサンプルエラー数は減少する可能性が高いσ
　今回の実験では、単一コピー領域のMI434およびMI　435をプライマー
としたため、最初のPCRでは雄特異的なバンドは検出されなかった。そこで、再
度最初のPCRで得られたPCR産物をMI　434およびMI　435の内側のプ
ライマーBS－3およびBS－4を用いて2回目のPCRを実施する必要があったσ
本プライマーを用いた性判別は本方法で翌朝までに胚の性を決定するには深夜の
PCRの作業が必要であるため、時間の短縮に向けて簡易化すべき点も指摘される。
一方、サンプルエラー確認に用いた牛雄雌仁共適の反復コピー領域であるプライ
マーY1．tおよびYt．2では最初のPCRでも明瞭なバンドを確認している。
従って、今回のPCR法を時間的に短縮するには、雄特異的プライマーを単一コ
ピー領域のプライマーから反復コピー領域のプライマー［16］に変えることも作
業時間の短縮や明願なパンドの確保のための改善策と考えられる。
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［結論］
　　PCRを用いた胚の性判別は極めて少量の検体から胚の性を判定できることから
胚の性判別法として有用である。また、性判別胚の受胎率は分割に供用する胚の品
質が産子の生産性を左右するため、分割に先立った胚の形態評価が重要となること
が明かとなった。
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Fig，　4－1、　Sex　judgement　for　bovine　blastomeres　using　agarose　gel　electro－
phoresi　s　of　PCR　products．　M）　pUC19　DNA／Sau　3AI．　1－2）　1st　PCR　yiel　ded　an
154　bp　PrQduct　and　2nd　PCR　yield　an　106　bp　Product．　The　result
demonstrated　the　demi－embryo　was　judged　as　male．　3－4）　1st　PCR　yielded　an
154bp　Product　and　2nd　PCR　yield　noπ旧1　e　signal　in　106　bp．　The　resul　t
demonstrated　the　demi－embryo　was　judged　as　femal　e，　5－6）　1st　PCR　yield　an
214　bp　Product　of　mal　e　specific　SRY　gene　cont　rol　ool　l　ected　fr㎝ox　bl　ood・
1st　PCR　yield　no　male　signal　control　collected　f　rom　heifer　b、ood．
／』
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Table　4－1。　Sex　examirta七ion　resulbs　of　the　smal　1　曙vass　port量㎝　us†ng廿ne　PCR
method　and　cyt◎genetic　analysis　（CA），
Sexi　ng　　E胃藍）r～κ）　　N◎．　of　（㎞i－embr）ノc臣∋
method　rahk
Sex
exami　ned　　sexed（％）1）　rna｝e　ferna｝e
　　Numbe　r
of　ceHS
（mean±SD）
No．　of　meta－
phases　per
de皿i－e出bryos
　（納ean±SD》
????Gcxxs
Fai　r
Fai　r
Po◎r
??????ー?6ー4（84）b
20（49）d
18（94）己
10（64）c
??」」?【??? ??????」
?
37±17e
17±7f
2．8±2．6e
1．6±2，3f
1）Val　ues　i　n　pa　rentheses　i　ndi　cate　pe　rcentage．　Val　ues　Wi　th　su胆e　rscri　pts
（a，　b，c，　d）　were　significarr七｝y　dうffe【∋nt，　i．e．，　a＞d，　b　＞d，　b＞c，　e　＞f
（P＜0．01）and　a＞c（P〈0，05）．
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Tabl　e　4－2，　Cel　l　nu檎ber　i　n　demi－ernbryos　obtained　fr㎝good－，　faうr一　and
poo卜一rank　e帰）ryos．
Embtyo
rank
Bisectiort
七reatment
　No．　of　de臨量一
e潮bryos　examined
　to　cel　l　C◎unt
Cells　nu『雌）er　in
demうrertbryosi）
　（鵬ean±SD）
Good
Fai　r
Poor
bisected
c◎ntrol
bisected
control
biseCted
contr◎1
???」「??? ????? 56±了
142±23己
50±17
102±35b
45±12
62±15c
i）　Val　wes　wi七h　supe　rscri　pts　（a，　b，
a＞b＞c（P〈0．01），
c）were sう∈而ficantly　dうfferer比」．eり
一85－一
Tabl　e　4－3，　Colnpari　son　of　the　deve｝opment　of　bOvi「陰　sex－pred寸cted
dem号一er㎡）ryos　ar紺n㎝一bisec七ed　embry◎s　follewing　transfer　to　a　recipien七．
Embyryo　　　Bisect　i　on　　　　　　No、　of　embryos
rank）　　　treatment　　　t㎜s・Fe　rred　　　　pregnaハ七1）
Ca「I　ves　　　　　N◎．　of　　calves
b◎「「［　　　wうth　oorrect　sex・
Good bi　sected
cont　ro1
?? 22　（46）
41（59）
????? 」 ?ー???
Fai　r bisected
cont　r◎1
? 9b（24）
20a（51）
???? 72）
NA
Poor bisec七ed
cont　ro｝
?????? 1（10）
6（23）
??? ?????
ユ）Valしres　in　pa　rentheses　モndi　cate　pe　rcentage．　Val　ues　wi　th　supe　rscri　Pts
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第5章　胚の3分割法を用いた性予知された牛一卵性双子の生産
［要約］
　性予知された一卵性分割胚が一卵性双子に発達する可能性を調べた。また、本方
法による生産性を通常の2分割胚の生産性と比較した。人工授精後7日目に回収さ
れた牛胚（48個）を顕微操作によって3分割し、この3分割胚の1つを性の予知
に供した。胚の性はPCR法では9個中8個（89％）が、染色体検査では39個
中15個（38％，P＜0．05）が判定された。3分割胚の残り、すなわち48
組の分割胚は性が判定されるまで培養され、全ての3分割胚が移植可能な胚盤胞に
発達した。性判定できた23組および出来なかった25組の分割胚のうちの総計
31組（62個）を41頭の受胚牛に1－2胚つつ移植した。このうちの22頭
（54％）が妊娠し、5組の双子を含む22頭の産子が得られた。3分割胚の受胎
率および産子数と2分割胚の成績、すなわち；51／89、57％および14組の
双子を含む47頭の産子、の間に有意差（P＞O．05）は認められなかった。性
判定された分割胚由来の産子の性はいずれも移植前に予知された性と完全に一致し
た。これらの結果から、ここで用いた方法は性判別された一卵性双子を生産する実
用的な手段であると考えられる。
［緒言］
　非外科的に採取された牛胚を分割し、得られた分割胚を受胚雌に移植することに
よって一卵性双子を生産する技術が開発されている［1－3］。また、この分割胚
の一個から標本を作成して性を判定することによって、残る一方の分割胚の性を移
植前に予知する事も可能である［4－6］。現在、胚の分割技術は一胚当たりの生
産性を高める手段や、胚の性を予知する手段として広く胚移植分野に応用されてい
る［7－9］。
　1胚当たりの生産性をさらに高めることを目的に、胚の分割または分離処置によ
る一卵性多子作出の試みが検討され、これまでに、4－8細胞期胚から得られる4
組の一卵性1／4分割胚を移植することによって、一卵性3子［10］や4子
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［11］が生産されている。しかし、第2章でも述べたとおり、多分割によって胚
の保有する細胞数は減少したり［10－11】、操作による機械的損傷によって胚
の発生能は低下することが報告されており、胚の多分割法は胚を増産する有効な手
段とは必ずしもなりえていない。しかし著者は、第2章で簡易にしかも胚の生存性
の低下を最小限にとどめる分割法と、第4章で極めて少量の胚割球からの性判別方
法を開発した。この2つの方法を合わせ持った技術の開発が可能となれば、特定の
性の一卵性双子の作出が可能となる。特に、家畜における飼養試験を行うための実
験動物を生産する有益な方法となる。
　そこで第5章では、分割胚の発生能の低下を最小限にとどめる胚分割法として、
胚から少量の細胞塊を分割採取した後にこの胚を再度2分割する“3分割法”を考
案し、この方法の適否にっいて検討した。そして、採取された少量の細胞塊を性判
別に用いることにより、残る2個の分割胚の性を移植前に予知しうる可能性と、性
予知された2個の分割胚から一卵性双子が生産される可能性について調べた。また、
本手法で得られた産子の生産効率を通常の2分割法の効率と比較することにより、
本方法が実用的な手段になり得るか否かを検討した。
［方法］
1．供試胚
供試牛には黒毛和種およびホルスタイン種経産牛を用い、第1章の多排卵処置法
に従って、7日目の胚を非外科的に採取した。採取された胚の中から変性細胞が
10％未満の高品質の収縮桑実胚および初期胚盤胞を実験に供試した。
2．分割胚の作出および胚の性判別
　胚の分割方法は第2章の方法に準じて行い、一卵性3分割胚を作出した。すなわ
ち、初期胚盤胞では胚盤胞腔側を除去するように、収縮桑実胚は方向に関係なくそ
れぞれ1回目の分割を眼科用メスを用いて行い、その分割割合を8：2とした。そ
して、得られた2個の分割胚のうち小さな割球塊（小割球塊）をPCR法による
DNA解析または染色体検査に用い、性の判定を行った。次に、残る大きな割球塊
を常法に従って透明帯に還納した後、この割球塊を等分するように2回目の分割を
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行った。得られた2つの分割胚を移植用の分割胚とした（臼9．5－1）。これらの分
割胚を前述の方法によって個々に別の透明帯に戻した後、性が判定されるまで単層
の卵丘細胞と共培養した［12］。培養液は5％非働化子牛血清を含む
TCM－199（25mMHEPES緩衝アール塩、ギプコ）を用い、気相は
38．5℃で3％CO2，97％空気、飽和水蒸気の条件とした［12］。
　PCR法ならびに染色体検査による性判別は第4章の方法に従ったe
3．分割胚の移植ならびに細胞数の計測
　移植用分割胚は培養後にその形態を観察し、胚盤胞に発達した分割胚を移植可能
な分割胚とした。対をなす性予知された移植用分割胚および性予知できなかった対
をなす分割胚を発情同期化（±1）された受胚牛の黄体側子宮角に1もしくは2個
づっ頸管経由法を用いて移植した。妊娠鑑定は移植後90日で実施し、その後産子
への発達および分娩した産子と予知した性との一致について調べた。また、3分割
胚の体外での胚盤胞への発達率、移植後の受胎率および一卵性双子の生産率を第2
章の方法で作出された2分割胚の成績と比較した。
　分割胚の一部は固定処置を行った後、胚の細胞数を計測した。この細胞数を2分
割胚の細胞数と比較した。
得られた結果は、七検定またはx2検定により統計処理を行った。
［結果】
　48個の胚を3分割して、48個の性判別用の小割球塊と96個（48組）の移
植用分離胚を作出した。9個の小割球塊をPCR法による性判定に供試した結果、
このうちの8個（89％）について性が判定された（丁able　5－1）。これに対して、
染色体検査では39個の検体から19個で染色体像を検出でき、性が判定できた検
体は15個（38％）であった。小割球塊を用いた染色体の性判別成功率は、PC
Rの性判別成功率に比べて有意（P＜O．05）に低かった。
　培養後の分割胚の形態およびその細胞数の計測結果をTable　5－2に示した。48組
（96個）の移植用の分割胚の牟てが培養20蒔問で移植可能な胚盤胞に発達した
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（Fig．5－1）。移植に用いなかった3分割胚（n＝10）の細胞数（計算上は
8／10×1／2）は56±14個であった。これは2分割胚の平均細胞数61±
18個（n＝16）との間に統計的な有意差（P＞0．05）を認めなかった。
　分割胚の移植成績をTable　5－3に示した。性を予知できた一卵性分割胚20組
（40個）を30頭の受胚牛に1もしくは2胚づっ移植した。このうちのi7頭
（57％）が妊娠し、4組の双子を含む16頭の産子が得られた（Fig，5－2a）。こ
れらの産子の性は、PCR法および染色体検査によって予知（1本のX染色体で雄
と判定した4頭を含む）した性と完全に一致した。また、性判定できなかった一卵
性3分割胚11組（22個）をi1頭の受胚牛に2卵づっ移植したところ、5頭
（45％）が妊娠し、1組の双子を含む6頭の子牛が生産された。3分割由来の分
割胚の受胎率（54％）、子牛への発生率（22／31，70％）および双子の生
産効率（5／31，16％）は2分割胚の成績（51／63，57％、47／63．
74％および14／63，22％）との間に有意差を認めなかった。妊娠した受卵
牛の流早産は、経営的な理由で廃用となった4頭を除き、3分割胚および2分割胚
でそれぞれ1／15（7％）および3／49（6％）に認められたが、いずれも受
精卵移植による流卑産が出現する範囲内（5－10％）であった。
　3分割胚ならびに2分割胚由来の黒毛和種去勢牛を1頭ずつ異なる哺乳期間で育
成した後、常法に従って肥育した。56日で肥育した区の体重は52kgであり、
対照区の体重（58kg）に比し一時的に低下したが、その後代償性発育が起こり、
生後120日（肥育開始時期）までには対照区の体重と同等になった（124kg
と125kg）。また、その後の肥育成績は父親の遺伝的な影響を強く受けロース
芯面積、脂肪交雑ともに低かった（Fig．5－2b）。
　また、Fig．5－2aの産子は2才で分娩して現在乳量検定中であるが、肋の開張、飛
節の状態、乳器の付着、乳頭の長さ等の体型資質や、泌乳量、乳脂率の高さ等の乳
成分値は泌乳時期毎に極めて類似していた。
τ考察］
多分割の影響
　4－8細胞期胚から得られる4組の一卵性1／4分離胚を受胚牛に移植すること
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によって一卵性3子［10ユや4子［11］が生産され、また、非外科的に採取さ
れた収縮桑実胚を4分割後、作出された1／4胚を移植することにより1頭の産子
が得られたことも報告されている［13］。これらの事実は、胚盤胞腔形成以前の
牛胚の3／4の細胞数を人為的に除去しても胚は産子への発生能を有することを示
している。しかし、胚細胞数の減少は受胎率の低下や早期流産の多発を招くことが
牛［10，11］やマウス［14］で報告されている。特に、細胞同士が強く結合
を始める時期の収縮桑実胚由来4分割胚の産子への発生能は低率である［13］。
　そこで著者らは、多分割によって起こる移植用分割胚の細胞数の低下を避けるた
め、胚の3分割法にっいて検討した。すなわち、初期胚盤胞では胚盤胞腔部分、収
縮桑実胚では少量の割球から小細胞塊を採取して性判別を行うと共に、胚部分を再
度2分割することによって移植用分割胚を得た。また、対をなす性予知一卵性分割
胚の体外発生能および産子への発生能を一卵性2分割胚の成績と比較することによ
ってその3分割法の実用性を評価した。
　本実験では、胚の切断器具としてルビーを素材にして断面を鋭利に加工された眼
科用メスを用いた。また、2回目の分割に先立ち、供試胚に透明帯還納処置を施し
た。本手法の採用により、胚が直接マイクロツールやシャーレ底面の傷に触れるこ
となく、分割することができた。これらの全ての3分割胚は2分割胚と同様に培養
20時間で移植可能な胚盤胞へと発達し、胚の細胞数も同等であった。この発育成
績から、多分割時に起こると考えられる機械的な胚細胞数の減少は本方法によって
最小限に抑えられたものと思われる。
　3分割胚の移植結果は、50％を越える受胎率が得られ、一卵性双子の生産にも
成功した。この受胎率および双子の生産率は通常の胚の2分割法で得られる成績と
比べて統計的な有意差を認めなかった。従って、本分割法は移植用の胚の生存性を
損なうことなく胚に性予知という付加価値を付与すると共に、胚の生産性を高める
可能性を有する方法と推察され6。
少量の割球を用いた性判別
　著者らは、これまでに染色体検査による性判別成功率向上のために染色体検査実
施前の前培養時間の検討や培養条件の検討を行ってきた［9］。そして、染色体検
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査によって1胚から確実に1個以上の分裂中期像を得るには、少なくとも30個の
割球数が必要と考えている。今回の実験でも、この方法を採用した性判別成功率は
37％と低率であり、4章の染色体検査の成績と同様に、胚を高率に性判別できた
とは言い難い。これは、1胚当たりで得られる分裂中期像が少なかったことによる
ものと考えられる。一方、著者ら［15］は、コルセミドに換わる分裂阻止剤とし
てビンプラスチンを用いることにより、高い分裂指数と性判別成功率を得ている。
このため、染色体検査による性判別成功率が向上させる試みも多数報じられている
［16，17］。しかし、3分割して得られる極めて少量の割球から確実に性を判
定していくためには、PCR法を用いることが適当と結論される。
分割技術を用いた胚の複製技術について
　第2章から第5章までの研究から、胚の分割により1個当たりの胚の生産性をあ
げること、および胚の性を調べることにより胚に付加価値を与える得ることが示さ
れた。また、本章では1個の胚から性予知一卵性双子の作出も可能であることを示
した。しかしながら、本来初期胚の細胞分裂機構は細胞期以前に構築されているの
で、胚細胞は細胞分裂に連動して細胞の分化が起こる［18］。すなわち、牛胚で
は3／4を越えない細胞数の減少は個体発生に対して調整能を持つが、それ以上の
細胞数が低下した胚はその調整能を有さないことが知られている［8，19］。こ
のため、一卵性の4個以上の分割胚を作出することは牛では理論的に不可能と考え
られている［11］。著者はこれまでの研究から、牛胚を分割することにより分割
胚の保有する細胞数は減少し、必要以上の細胞数の減少はその生存性に悪影響を及
ぼすことを認めている。また、分割に供用できる胚数は、多排卵処置による回収胚
数［1章］や、胚の品質の良否［4章］の影響を強く受ける。これらのことから、
分割によって得られる産子数には限界があり、胚移植技術が抱える慢性的な胚の不
足を解消することはできないと考える。
　一卵性双子の被毛や斑紋は類似しているものの完全には一致していない。このた
め、同一の遺伝子であってもその衰現型は遺伝的に完全に支配されていることが報
じられている［10］。また、異なる受卵牛に個々に移植されて作出された一卵性
双子の分娩時の産子の体重や妊娠期間も異なることから、鐸体等の影響を受けるこ
一92一
とも指摘されている［20］。しかし、今回作出された一卵性双子の産乳成績や枝
肉成績は極めて似通っていた。小西ら［21］は、一卵性でありながらその発育が
異なった3組の一卵性双子のGTM感受性を調べた。その結果、卵巣反応、回収胚
数ならびに回収胚に占める正常胚数等の生理的反応は極めて類似していることを報
じている。これらのことは、人為的に作出された一卵性双子の相似性は環境の影響
は受けるが依然として保持されていることを示すものである。このことから、一卵
性双子は飼養試験や薬剤投与の反応性を調べる実験に対して精度の高い試験を実施
するのに役立つと考えられる。
［結論］
　胚を3分割後その1個をPCR法を用いて性を判定し、残る2個の分割胚の性を
調べる方法は性判別された一卵性双子を生産する実用的な手段になりうると考えら
れる。
　分割による胚の複製は①同期化された複数の受卵牛に過不足無く移植を実施する
ための対策、②1個当たりの胚からより多くの産子を得るための方策および③飼養
試験のための効率的な実験動物の作出方法としては有益な手段となり、実用段階で
実践的な技術水準に確立されたと考えられる。
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Fig，5－1．（A）Trip｝et　de而一embryos　after　bisectうon　of　a　bOvi　ne　c㎝pact
morul　a．　（B）　Pairs　of　sex－predicted　t　ri　pl　et　demi－embryos　i　ncubated　for　20　h
after　bisection．（bar＝100μm＞
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Fig．　5－2．　〈a）　Identical　twin　ca｝ves　prodし℃ed　from　a　pairof　sex－predicted
trip｝et　demi－embryos．　（b＞　Ident　i　cal　twin　of　fattening　Japanese　Bl　ack　beefstee　rs．
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Table　5－1．　Sex　and｝ceH　number　of　t　ri　p｝et　demi－embr・yos　estirnated
by　the　PCR㎜∋thod　and　cy七〇geneti　c　aBal　ysis
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Sexing　　　　demi－etnbryos　　　male　fema｝e　　　　cel｝s　Cer　　　metapha es
翠翠@pe　r　de愉「｝－embryo￥翠
PCR 98（eg％）a￥44
??
cy七〇genic
ana｝ysis3915（38％）b96 10．2±了．4 0．9±1．4
＊Significarrヒly　di　ffer℃mt　（a＞　b，
＊＊　N曜⊃．　of　demi－∈油ryos　tested．
P〈0．05）．
98　一
Table　5－2．　Developmental　C㎝戯㎝cy　of七r†plet　d㎝う一曲ryos　and　t漁
demi－er吐）ryos　fol　l　owうng　cul　ture　i　n　vitro
　　　　　　　　　　　　　　　陳）．of
Bi　secti　on　　pai　rs　of　de励i－fi∋mbry◎s
me七hod
oul　tUred　　developed
　　No．　of
demi－embryo6　tssed
to　COUtlt　cells
　　㎞．of
cells　per
d靱i－e鵬bryo
（mean±SD）
triplet
t甫n
????? ??? 10
16
56±14
61±18
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Table　5－・3．　Developfnen七al　C㎝pe七arlcyσf　t　r・i　p｝et　demi－embryo6　arK｝tw｝n
demi－embryos　fol　lowS「阻　trar慮fer　to　recipient
NQ．　of
Bisect　ion　　　　　　　　　trar熔fer「獄ゴ　　recipien七s　recipien七s　　calves　　pai　rs　of
　me七hod　　　Sexi㎎　　　pai　r・s　of　　　　　　used　　　　p陀gnant　　　bom　　　iderrヒical
　　　　　　　　　　　　　　　　　　de伽i－embryos　　　　　　　　　　　　　　　　（％）a　　　　（％）b　　twi　ns　（％）c
trip｝et　　predict　　　　　　20　　　　　　　　30
七ri　ple「ヒ　　inoomplete　　　11　　　　　　　　11
subtota1　　　　　－　　　　　　　31　　　　　　　　41
17　（57》　　16d（80）
　5（45）　6（54）
22　（54）　　22　（70）
4（20｝
1（9）
5（16）
twin NA 63 89 51　（5了）　　47　（了4）　14　（22）
七〇tal NA 94 13e 73　（56）　　69　（了3＞　　19　（20＞
a　No．　of　rec寸pients　p　regnant／N◎，　of　rec号pie「）ts　used．
　　Of七卜e　17　arld　51　pregnant　recipients，　the　2　ancl　2　we　re　sold　for　farme　r’s
　　reasons膠and　the　l　and　3　aborted　late　r七han　90　days　afte「transfe　r，
bbO．。f　calves　bOmfNo．　of　transferrd　pai　rs　of　d㎝i－embrw）s．
c　No．　of　pai　rs　of　identica｝　twi　ns／Ne．　of　t　ransfe　rred　Cai　rs　of　demi－embryos．
d　The　sex　of　the　p　roduced　calves　showed　the　salm∋　sex　as　that　predicted．
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第6章体外成熟卵細胞質を用いた核移植による牛胚の複製方法の開発
［要約］
　牛体外成熟卵胞卵を核移植の受核卵細胞質に用いるために必要となる条件（除核
方法、電気刺激による融合条件ならびに卵の活性化）の検討を行った。そして、実
験で得られた条件を用いて、作出されたレシピエント卵と発達段階の異なるドナー
割球とを融含して核移植胚を作出し、その発生能を調べた。20－25時間成熟培
養された卵胞卵から第1極体近辺の卵細胞質を除去することで83－85％の卵の
除核が行えた。また、成熟培養30時間の卵に75V／mmの電圧を50μ秒2回
通電することにより、53／59個（90％）の卵が活性化され、32／51個
（63％）が融合した。この条件を用いてレシピエント卵と8－16細胞期胚ド
ナー割球との融合した場合、より発達の進んだ胚割球に比し（0－67％）、効率
的に核移植胚が作出された（325／417個，78％）。卵丘細胞との共培養に
より、187個（58％）が2細胞期に、35個（11％）が桑実胚に、そして9
個（3％）が胚盤胞に発達した。18個の桑実胚と胚盤胞に発達した核移植胚を9
頭の受卵牛に1－3個づっ移植したところ2頭が妊娠し、生体回収胚由来の核移植
胚を移植した1頭から正常な産子が生産された。このことから、体外成熟卵は核移
植の受核卵細胞質として利用可能であることが明かとなった。
［緒言］
　同一遺伝形質を有する多数の胚からクローン牛が生産できるようになれば能力の
高い牛を安価に供給できるため、育種改良にかかるコストが大幅に軽減できるほか、
家畜由来の生産物（肉・乳・皮など）の斉一性を高める方法にもなる。さらに、遺
伝能力が同一の家畜を繋養すれば、畜産農家の飼養管理の簡易化にも貢献すると考
えられる。
　1983年にMcGrath　and　Solter［1］がサイトカラシンを用いて受核卵から核
を除去し、別の核をセンダイウィルスを用いて移植する方法によって産子を生産す
ることに成功以来、細胞に傷害を与えにくい核移植法が確立されてきた。そして、
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Willadsen［2］は、ヒツジ排卵卵子を受核用の卵細胞質に用いて8細胞期胚割球
一を電気的に核移植することにより、一卵性3子の生産に成功した。これは、未受精
卵細胞質が、分化した核や分化の過程にある核を1細胞期の核の状態に初期化する
能力を有することを明らかにしたものである。以来、ウシにおいても、8細胞期胚
割球の核と除核卵細胞質とを融合して得られた核移植胚から産子が得られたことが
Prather　et　al．［3］によって報告された。また、この方法によって一卵性の複数
産子を得ることにも成功している［4－6］。これらの知見は、自然界あるいは胚
の分割では困難とされている一卵性複数胚の作出が初期胚割球の核移植により可能
となることを示すものである。
　牛の核移植に用いる受核用の細胞質にはドナー核を初期化するために体内成熟し
排卵したMll期成熟卵が用いられている［3－6］。しカ、しながら、我国では牛の
値段が高価であり多排卵処置によって一度に大量の排卵卵子を入手することは困難
である。また、核移植法を用いて一卵性の複数の産子を作出するには、1回の実験
に多数の未受精卵細胞質が必要となる。さらには、作出された核移植胚は結さくさ
れたヒツジ卵管内で胚盤胞に発達させる方法が用いられている［2，3－6］。現
状で実施されている核移植は多くの労力と経費を要するため、より実用的な核移植
法の改良が必要と考えられている。
　最近、屠畜卵巣由来の卵胞卵を体外で成熟させた後に体外受精後を行えば、胚は
体外培養により20％程度が胚盤胞に発達することが報告された［7］。この卵胞
卵の体外成熟技術と体外培養技術を核移植に応用することができれば、牛の核移植
は確実に費用の面で低減できると考えられる。そこで、この卵胞卵の成熟培養と胚
の体外培養を利用した核移植方法を開発するため、Fig．1．に示す一連の系を作出し
た。そして、この系に必要となる核移植の条件を検討した。すなわち、体外成熟卵
から受核卵細胞質を効率的に作出する方法ならびにこの卵細胞質の活性化方法の検
討を行った。また、受核卵細胞質と発達段階や作出方法が異なるドナー割球との融
合条件の検討ならびに核移植胚の体外培養の可能性についても調べた。作出された
核移植胚を受卵牛に移植することによって産子に発達する可能性についても併せて
検討することにより、体外成熟卵細胞質を用いた核移植胚作出の可能性を調べた。
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［方法］
1、ドナー胚
　ドナー割球には作出方法が異なる3種類の胚、すなわち、多排卵処置後5－－8日
目に採取された生体回収胚、生体回収胚を凍結融解した胚および体外受精（IVF）
由来の桑実胚を用いた。
　生体回収胚は第1章の方法に従って多排卵処置された黒毛和種の子宮から発情後
5－8日目に採取された。
　凍結融解胚は常法［8］に従って凍結後、実験日に融解して使用した。すなわち、
10％未満の変性細胞を有するGランク胚を室温下で10％グリセリンを含むm－
PBSに10分間浸漬後、0．25mlのプラスチックストロー内に封入した。次
いで、－6．5℃に保持された凍結装置（ET－1，FHK）のメタノール槽に2分間保持
後、液体窒素で冷却されたピンセットを用いて植氷を行った。8分間同温度にスト
［】一のカラム全体が植氷されるまで保持後、－30℃まで一〇．3℃／minの速
度で冷却した。緩慢に凍結されたこれらのストローを液体窒素中に直接浸漬して、
3日一90日間液体窒素中で保存した。胚の融解は核移植を行う2－3時間前に行
い、ストローを液体窒素から空気中に10秒間保持後、30℃の微温湯中で10秒
間保持する事により行った。胚をスト［］一から取り出した後、0．3Mのシューク
ロースを含む7．5％グリセリン液に5分間、0．3Mのシュークロースを含む
5％グリセリン液に5分間、0．3Mのシュークロースを含むm－PBSに5分間
そして最後にm－PBSに10分間順次浸漬しながら洗浄することにより耐凍剤を
除去した。
　体外受精胚作出方法（卵巣からの卵の採取、体外受精ならびに体外発生培養）は
梶原ら［7］の方法に従った。すなわち、屠殺牛由来の卵巣を30℃の生理食塩水
に浸漬しながら研究室に持ち帰った。卵巣表面にある直径1－5mmの小卵胞から、
18G注射針を取り付けた10m1注射筒にて小卵胞液を吸引することにより未成
熟卵一卵丘細胞複合体を吸引採取した。そして、回収された卵胞液を10倍下の実
体顕微鏡下で捜索することにより卵丘細胞が均一に付着した卵胞卵のみを選別採取
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した。採取された卵胞卵を50μg／m1のストレプトマイシンと
100μ9／m1のペニシリンで補強された5％非働化子牛血清を含む
TCM199（GIBCOアール塩、以下培養液）にて3回洗浄後、50個つつに
分けた卵胞卵を500μ9／m1の培養液にて38．5℃，5％CO2，95％空
気、飽和水蒸気下で体外培養した。培養18－24時間後、体外成熟培養された卵
を常法［7］に従って体外受精に供した。すなわち、精子は黒毛和種凍結精液を
38℃温湯中で融解して使用した。10mMカフェイン（Sigma）を含むBO
液［9］にて遠沈洗浄を2回繰り返した後、最終精子濃度が500万一
1000万／mlになるように20mMのヘパリン（ノボヘパリン，Nordic，
Denmark）と20mg／m　1のBSAを含むBO液にて等倍希釈した。そして、この
精子浮遊液の500μ1のドロップをミネラルオイルで被覆した後、5－10分培
養器内で保持した。成熟培養を終えた卵子を成熟培地内で2－3回ピペッティング
することによって膨化した卵丘細胞の一部を成熟培養したシャーレ内に播種した後、
この卵を精子浮遊液シャーレ内で5時間体外受精した。媒精終了後、卵を培養液中
でピペッティングして精子の残査や重層の卵丘細胞を除去した。そして、単層に卵
丘細胞が付着した卵を成熟培養が行われたシャーレに再度戻して2－4日間培養を
行い、8－－16細胞期に発達した体外受精胚をドナー胚に用いた。
　上記3種類の方法にて回収された胚を以下の方法に従って単一割球とし、核移植
のドナーとした。すなわち、8－32細胞期胚は2％プロナーゼにて透明帯を脆弱
化処理した後、ガラス針とホールディングピペットを用いて透明帯を除去した。つ
いで、ピペッティング操作によって単一の割球に分離した。コンパクト桑実胚は同
様に透明帯を除去した後、さらに0．125％トリプシンと0．1％EDTAを含
むPBS（一）液にて3分間処理後、ピペッティング操作によって割球を単離した。
また、胚盤胞内部細胞塊は、眼科用メス（DRM－5，信越科学）にて栄養膜細胞
を切断除去することにより採取後、細胞塊をトリプシン液にいれて消化処理により
単一細胞とした。
2．レシピエント卵
卵胞卵の採取および卵胞卵の成熟培養方法は上記の方法に従った。
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すなわち、卵丘細胞が均一に付着した卵胞卵を5％子牛血清を含むTCM199に
て38．5℃で培養し，5％CO2，95％空気層下で18、23および28時間
成熟させた。培養後、これらの卵を300iu／m1のピアルロニダーゼ液中でピ
ペッティングすることにより卵丘細胞を除去した。ついで、mPBSにて3回洗浄
後、第一極体が観察される卵のみを選別し、卵の活性化条件、融合条件ならびに除
核卵細胞質の作出に供した。なお、本培養条件により80％を越える卵胞卵がM11
期成熟卵に発達することが報じられている［7，10］。
3、顕微操作
　透明帯の切断、除核方法および割球の注入などの顕微操作はマウスの核移植に用
いられているTsunoda　el　al，［11］の方法に従った（Fig．6－2）。すなわち、マ
イクロフオージにて作製されたガラス針とホールディングピペットで保定された卵
の透明帯の一部をガラス針にて串刺しにした後、ホールディングピペットの側面に
擦りつけることにより、第1極体近辺の透明帯に20－30％の切り口を入れた。
卵に含まれる染色体の除去および割球の注入操作は流動パラフィン（軽質，半井科
学）で覆われたコルセミド（1μg／m1）とサイトカラシン（5μg／m1）を
含むmPBS液中で実施された。作出された透明帯の切り口から直径35－
40μmのマイクロピペットを挿入して、第一極体に隣接する細胞質を40－50
％除去した。これらの除去された細胞質を5μg／m1のアクリジンオレンジ（和
光）にて5分間または5μ9／m1のヘキスト33342にて10分間染色後
［12］、360nmのUV励起下の蛍光顕微鏡を用いて核の存在を確認した（実
験1－1）。そして、除核が確認された卵細胞質のみをmPBSにて3回洗浄後、
割球を注入するまで培養液中で2、5、10および20時間保存した。培養後、形
態が正常で色調が均一なレシピエント卵細胞質の割合を検査した（実験1－2）。
融合2時間前に再度操作液中に移し、レシピエント卵の囲卵腔内にドナー割球を注
入することにより割球一卵細胞複合体を作出した。
4．細胞融合と卵細胞質の活性化刺激
　ドナー割球とレシピエント卵の融合は著者が先に実施したマウス2細胞期胚の電
気融合条件を参考にして実施した［13，14］。この電気刺激による融合率はサ
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イトカラシンの影響下で低下するため［15］、割球一卵細胞複合体の融合は培養
液中で1時間以上培養後に実施された。また、電気融合条件は卵の活性化も同時に
引き起こすことから［3，5，14］、体外成熟卵の融合ならびに活性化に必要な
電圧条件は実験2と3に従って決定された。卵の活性化にはCaとMgイオンが必
要なことから［16】、融合液にはO．1mMのMgSO4および0．05mMの
CaC12を含む0．3Mシュークロース液を用いた正14］。融合液を満たした電
極巾1mmの融合チヤンバー（島津FTC－12）内に10－15個の割球が注入
された卵を浮遊させた。っいで、10Vの交流電流にて細胞の融合面を電極と平行
に誘導後［14，17］、実験2と実験3で決定された直流電圧を加えた。融合が
確認された核移植胚を7．5μg／mlサイトカラシンを含む培養液にて1時間培
養後、体外培養に供した［18］。
5．核移植胚の体外培養ならびに移植試験
　得られた核移植胚をプラスチックシャーレ底面に付着した単層の卵丘細胞上で培
養した［7］。作出後24時間で2細胞期以上への分割率を、8－9日目で胚盤胞
への発達率を調べた。また、桑実胚と胚盤胞に発達した核移植胚を発情同期化
（±1）された受胚牛の黄体側子宮角に1－3個つつ頸管経由法を用いて移植した。
妊娠鑑定は移植後90日で実施し、その後産子への発達および分娩した産子の正常
性を調ぺた。
実験1．体外成熟卵の除核方法と除核卵細胞質の染色方法
　体外成熟卵から核を除去し、除核の確認を行うため、以下の実験を行った。
すなわち、透明帯外に除去された細胞質をヘキスト33342またはアクリジンオ
レンジにて染色して蛍光顕微鏡で観察することにより、細胞質中に含まれる核の検
出率を調べた。また、成熟培養20－30時間の卵細胞質から上記除核方法によっ
て核を除去し、卵の成熟時間が除核率に与える影響を調べた。
実験2．体外成熟卵から作出された除核卵細胞質の活性化条件の検討
　体外成熟卵の活性化に必要な条件（成熟時間、電気条件）を調べるため、融合
チャンバー内で体外成熟24時間と30時間のMll期卵に25－150V／mmの
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電圧を50μ秒で2回通電した。活性化18時間後、これらの卵をホールマウント
標本を作製して、その核の形態から卵の活性化率を調べた。また、この卵の活性化
率を成熟培養後27時間でエタノール処理［10ユされた卵の活性化率と比較した。
ホールマウント標本はNagai［10］の方法により作出した。すなわち、スライドグ
ラス（4隅にワセリンと流動パラフィンの3：1の混合物を付けたもの）の中央に
卵を載せ、カバーガラスを用いて卵が潰れない程度に圧迫保定後、氷酢酸エタノー
ル（1：3）槽で1週間固定した。次いで、エタノールにて固定液を洗浄後、酢酸
に融解された3％アセトオルセインにて5分間染色した。染色液をアセトグリセ
［コール（1：3）にて洗浄後、マニキュアにて封入した。これらの標本作製時に行
う各種処理液の交換は、濾紙とマイクロピペットをカパーガラスの間壁に入れ、毛
管現象を利用して行った。作出された標本は400倍の位相査顕微鏡にて観察し、
前核期に発達した卵数を調べた。
実験3．体外成熟卵の融合条件の検討
　卵とドナー割球の融合条件を調べるため、実験1で得られた卵の活性化条件を基
に、疑似割球一卵細胞質複合体を用いて融合に適した通電時間を調べた。すなわち、
前述した除核方法を用いて、ピペット内に吸引された卵細胞質を再度透明帯の囲卵
腔内に注入することにより疑似卵を作出した。ついで、融合チャンバー内に1度に
5－10個の疑似割球複合体を浮遊させた後、75V／mm－100V／mmの電
圧を50－100μ秒2回与え、その融合率を調べた。また、作出された融合卵か
らホールマウント標本を作出し、前核期に発達した卵数を調べた。上記実験結果を
基に作出された融合条件を用いて、成熟培養時間が異なる受核卵細胞質と8－16
細胞期胚割球との核移植を行い、その発生率を調べた。
実験4．ドナー割球のステージ別の融合条件の検討
　実験3で得られた融合条件に適したドナー割球の発達段階を調べるため、8－3
2細胞期胚割球、コンパクト桑実胚割球ならびに胚盤胞内部細胞の融合率を調べた。
実験5．生体回収胚、凍結融解胚ならびにIVF胚をドナー核とした核移植
　上記実験1－5で検討された核移植方法を用いて生体回収胚、凍結融解胚ならび
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にIVF胚をドナー核とした核移植を行い、その融合率と作出された核移植胚の発
生率を調べた。また、培養後7－8日目に桑実胚と胚盤胞に発達した核移植胚を受
卵牛に移植して産子への発生能を調べた。
得られた結果は、t検定またはx2検定により統計処理を行った。
［結果］
実験1．卵の除核方法と除核卵細胞質の染色方法
　ヘキスト染色した卵は蛍光顕微鏡下で核に青色の発色が認められた。また、アク
リジンオレンジでは細胞質が燈色に発色し、核は緑色に発色した。Table　6－1に示す
とおり、非操作卵細胞質をアクリジンオレンジにて染色した場合、57個全てで核
が確認された。これに対して、ヘキスト染色では蛍光量が弱く核の存在を確認する
ためにはマイクロツールを用いて細胞質を回転させる手間を要した。また、52個
の卵で核が確認できたのは41個（79％）であり、検出率はアクリジンオレンジ
に比して有意（P＜O．01）に低かった。
　除去した卵細胞質では、アクリジンオレンジにて染色された96個のうち77個
（81％）に核が判定された。除去卵細胞質に核が認められなかった残るG9個は、
透明帯内の細胞質中に核を認めた8個（8％）と、どちらの細胞質中にも核が存在
しなかった11個（11％）であった。後者に核が認められなかったのは、細胞操
作中に紛失した細胞質中に存在すると推測される。これに対してヘキスト染色した
除核卵細胞質に核が検出されたのは21／36（58％）であり、アクリジンオレ
ンジの検出率に比べて有意（P＜0．01）に低かった。このことから、除去卵細
胞質の核の染色はアクリジンオレンジを用いることが適当と判断されたため、以下
の実験の核の確認方法とした。
卵細胞質の成熟時間が除核率に及ぼす影響
　各成熟培養時間の除核未受精卵の作出成功率をTable　6－2に示す。除核時間を成熟
培養後20時間および25時間で実施した時のレシピエント卵の作出成功率は
129／156（83％）および155／182（85％）であった。これらのレ
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シピエント卵を除核後5－10時間培養液中にて保存しても細胞質は均一な状態を
維持した（82－84％）。これに対して、レシピエント卵を除核後20時間保存
した結果、卵黄実質が卵中央に凝集し、正常な形態を示したのは63／108個
（58％，P〈O．01）であった。成熟培養後30時間目のレシピエント卵の作
出成功率は102／i53（67％〉であり、これは除核率が低下したことが主な
原因であった。また、この除核成功率は他区と比較して有意（P＜0．01）に低
かった。このことから、効率的に除核ができるのは成熟培養後20－25時間と判
断し、以下の実験には本条件をレシピエント卵の作出方法として用いた。
実験2．レシピエント卵の活性化条件の検討
　電気刺激による卵の活性化処置結果をTable　6－3に示す。成熟培養30時間の卵で
は電圧をOVから75＞／mmにあげることにより、活性化する卵の割合は2％か
ら90％と有意（PくO．05）に高くなった。また、電圧を75V／mmから
150V／mmへとさらに高くすることにより活性化する卵の割合は有意
（P＜0．05）に減少した（90－53％）。これに対して、電圧を高くするこ
とにより卵が破壊する割合が5％から49％へと有意（P＜0．05）に高くなっ
た。効率よく活性化が行われた電圧条件は75V／mmの電圧を50μ秒2回通電
した時であり、その活性化率は53／59であった。この活性化率はエタノールを
用いた時の活性化率（28／40，70％）に比べて有意（P＜0．05）に高い
値を示している。
　成熟培養24－27時間の卵紐胞質の活性化率は23％一一　65％と、成熟培養
30時間の卵に比し低い傾向を認めた。このことは、電気刺激による体外成熟卵の
活性化には、卵の成熟培養時間が影響することを示している。
実験3．体外成熟卵の融合条件の検討
　疑似割球一卵細胞質複合体の融合率をTable　6－4に示す。融合率は100V／mm
の電圧を50－75μ秒および75V／mmの電圧を50μ秒それぞれ2回ずつ通
電したときに高く（57－66％）、他区との融合率との間に有意差
（P＜0．05）を認めた。75V／mmの電圧を50μ秒2回通電した卵を
18時間培養の後ホールマウント標本を作出した結果、31／41個から核が観察
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された（10個は無核であった）。これらの核の形態は、第1極体を放出して前核
を形成した卵が13個（42％）、2前核を有する卵が10個（32％）、3個以
上の前核を有する卵が2個および2細胞期核が3個であった。実験2と本実験で得
られた結果から、75V／mmの条件で最も体外成熟卵の融合と卵の活性化が誘起
された。従って、以下の実験は本電圧条件により実施された。
　各成熟時間における融合率および得られた核移植胚の体外培養結果をTable　6－5に
示す。融合率は成熟培養後30時間区で最も高く（82－88％）、他区との間に
有意差（P＜0．05）認めた。成熟培養後30－35時間で得られた核移植胚の
2細胞期胚への発生率は63／103（61％）、76／122（62％）および
65／91（71％）であり、その他の区の発生率（43－51％）に比べて有意
（P＜0．05）に高かった。核移植胚の桑実胚および胚盤胞への発達率は成熟培
養30時間で融合した区で高い傾向が認められ、17－26％であった。
　核移植24時間後に桑実胚様の形態を示す胚が各区でt－16％認められた。こ
れらの胚の核を蛍光染色によって観察したが、明瞭な核を確認できなかったため異
常分割胚判定された。異常分割胚は融合時間を45時間とした時に最も多く
（7／68，16％）認められた。
実験4．ドナー割球のステージ別の融合条件の検討
　各ステージの胚から単離した割球とレシピエント卵細胞質との融合率を
Table　6－6に示す。8および16細胞期胚割球との融合率は67／79（85％）お
よび102／121（84％）であった。これに対し、32細胞期胚およびコンパ
クト桑実胚割球ならびに胚盤胞内細胞との融合率は73／109，15／42およ
び0／56であり、8および16細胞期胚割球の融合率に比べてそれぞれ有意に低
かった。未受精卵の細胞質を用いて内細胞と同じ大きさの疑似割球を作出し、この
割球の電気融合も行ったが、同様に融合は全く観察されなかった（0／27）。
実験5．生体回収胚、凍結融解胚ならびにIVF胚割球をドナーとした核移植
　650個の体外成熟卵を除核して、その内の81％からレシピエント卵を得た。
これらのレシピエント卵と3種類のドナー割球とを融合して得られる核移植胚の融
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合率および体外での発生率をTable　6－7に示す。新鮮胚割球の融合率は
181／208（87％）であった。この融合率は、IVF割球および凍結融解胚
割球の融合率（59／84および85／125）に比べて有意（P＜0．01）に
高かった。これは、電気的融合処置の際にIVFおよび凍結融解胚割球の破壊する
割合（19％および22％）が新鮮胚割球の割合（2％）に比べて有意
（P＜0，01）に高いことによるものと考えられる。
　作出された核移植胚の合計325個のうち187個（58％）が培養24時間で
2細胞期胚に発達した。9日間の体外培養によりこの2細胞期胚の35個（19％）
が桑実胚に発達し、さらに9個（5％）が胚盤胞に発達した。一方、ドナー割球の
生産方法が異なっても、得られた核移植胚の発生率にはその違いは認められなかっ
た。
　核移植胚の移植成績をTable　6－8に示す。合計18個の桑実胚と胚盤胞の形態を示
す核移植胚を9頭の受卵牛に1胚から3胚ずっ移植したところ、2頭（22％）の
受胎を得た。この内の斗頭の受卵牛は妊娠286日目で1頭の核移植由来の産子を
分娩した。産子の血液検査の結果、生体回収胚由来の核移植胚から生産された産子
であることが判明した。また、外見上、発育の上からみて黒毛和種であり、正常と
判定された（Fig．6－3）。もう1頭の黄体の反対側に追い移植された受卵牛は
60－90日の妊娠鑑定で2個の胎児が確認されたが、核移植由来の産子は生産さ
れなかった。このため、この胎児は90日以降に退行・消失したと推測された。
［考察］
　本実験では、核移植のレシピエント卵に体外成熟卵を用いても、作出された核移
植胚の発達は体外受精胚の発達［7］と同様に進むこと、処置後7－8白目で胚盤
胞に発達することを認めた。また、この核移植胚を受卵牛に移植することにより、
正常な産子を得ることにも成功した。本結果は、体外成熟卵を用いた核移植で正常
な個体を作出した最初の成功例である（1990年8月20日産子の生産）。この
ことは、体外成熟卵由来の受核卵細胞質は、発達の進んだ初期胚の核を1細胞期の
核の発達段階に若返させる（核の初期化）能力を有することを示している。また、
凍結胚由来の割球や、体外受精胚由来の割球もまた、核移植のドナー核として利用
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可能であることが明かとなった。
　本実験で得られた核移植胚の桑実胚への発生率（Table　6－7）は11％と、生体由来
の排卵卵子を受核卵細胞質に用いた他の報告［3，5］の発生率（20－35％）
に比べて低率であった。Prather　et　al．［3］やRobl　and　Stice［4］もまた、体
外成熟卵から核移植胚を作出し、ヒツジ卵管内で培養したが、体内成熟卵の核移植
胚に比し低い発生能しか有しないことを報じた。また、Bondioli　et　al．［5］は作
出された核移植胚を子宮上皮細胞を用いて体外で7日間培養している。しかし、そ
の発生率はヒツジ卵管内で培養された核移植胚の発生率よりも低いことを報じてい
る。このため、今回の一達の核移植法は、体外成熟卵細胞質を用いた点や、長期間
の体外培養を行ったことが核移植胚の発生率を低下させた主要な原因と考えられる。
しかし、本方法は一度に核移植胚を安価にしかも大量に作出する方法として今後有
益な手段となる可能性を有するので、さらに発生率を高めるための条件の改善が進
められていくものと考える。
レシピエント卵細胞質の高率的な除核方法にっいて
　一般に、除核の確認方法は作出されたレシピヱント卵すべてをヘキスト染色する
ことによって行われ、核を含まない卵細胞質のみ（使用可能な細胞質は作出した細
胞質の50－60％程度）を除核卵細胞質として用いている［5，19ユ。しかし、
体外成熟卵細胞質は生体由来の成熟卵子に比べると多くの脂質を含み、黒づんでい
ることが特徴的である［20ユ。このため、体外成熟卵を用いた本実験ではヘキス
ト染色した卵の核を確実に観察することが困難であり、レシピエント卵の作出効率
の低下を招いた。これに対して、アクリジンオレンジ染色はヘキスト染色に比べる
と核の確認が容易に実施できたことから、体外成熟卵の核の確認方法として適して
いると考えた。しかし、アクリジンオレンジは強い細胞毒性を有するため、分割法
により作出された細胞質に利用するには支障がある。このため、透明帯外に吸引し
た細胞質内に確実に核を取り込む除核方法を適用する必要があった。
　これまでに、マウス排卵卵子の第1極体を目安にして除核した我々の実験では、
除核率は50－60％である［14］。Tsunoda　et　a1．［12ユもまた、　MH期未
受精卵の極体と染色体の位置は必ずしも一致していなことを報じている。これに対
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し、Konoeta｝．［21］は、　hCG投与後10時間で回収した排卵直後のMl後
期一MH初期の卵から卵細胞隆起部分の細胞質や第1極体近辺の細胞質を除去する
ことによって、ほぼ完全に細胞質の除核に成功している。Collas　et　a1．［22］も
また、hCG投与後18時間のウサギ排卵卵子の除核率は50－60％であったの
に対し、排卵後間もない卵は極体を指標にして容易に除核することが可能であるこ
とを報じている。今回我々が実施した体外培養30時間の成熟卵の除核率は67％
と低率であったが、第1極体放出して間もない卵（成熟20－24時間）の除核率
は82－85％に向上した（Table　6－2）。従って、レシピェント卵からの除核は、
体外成熟後間もない時期の第3極体を目安に行えば効率よく実施できると考えられ
る。また、成熟培養時間の延長に伴い除核率が低下するのは、体外成熟直後に隣接
していた第1極体と核が時間の経過に伴って遊離し易くなるために起こるのではな
いかと推察される。
　卵の卵核胞期から前核期までの蛋白合成は卵細胞質中のfTT－RNAによって行わ
れている［23］。Konoetal．［21］は、　Mi期からMM期に必要な卵細胞質の
蛋白合成は核の存在の有無に関わらず行われることを確認している。今回の実験で
は成熟培養直後に除核を行っていないため、ドナー核を移植するまでの間、卵細胞
質中には核が存在しないことになる。しかし、この卵由来の核移植胚は核移植直前
に除核した細胞質由来の核移植胚の発生率と同等であったことから、牛でも第2成
熟分裂の初期に体外成熟卵細胞質の核を除去しても核移植胚の発生には影響を与え
ないと考えられる。
体外成熟卵の融合条件の検討
　マウス［12］やラット［15］ではMll期の卵細胞質は胚の核を初期化する能
力を有するが、前核期卵はその能力が低下する［12，15］。このため、卵の活
性化と融合は極めて短時間のうちに実施されることが一般的である。このことから、
マウス［14］、ラツト［15］、ヒツジ［2］および牛［3－6］の核移植では、
ドナー割球とレシピエント卵の融合と卵の活性化が同時に実施される場合が多い。
細胞同志の融合剤にはこれまでにポリエチレングリコール［24］やHVJウィル
ス［1，12］が用いられていたが、ポリエチレングリコールは融合率が低く
HVJは感染能があるウィルスという欠点を有する。このため家畜の核移植にはこ
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れらの融合剤に変わり電気刺激が用いられることが一般的である［総説4］。また、
電気刺激は細胞融合と卵の活性化を同時に行え、しかもそれらに必要な電気条件は
極めて類似している［3，5ユ。体外成熟卵をレシピエント卵に用いた今回の実験
でも、ドナー割球と受核卵細胞質との融合条件は体外成熟卵の活性化に必要な電圧
条件に類似していることが示された（Table　6－3および6－4）。
　今回の75V／mmに設定した電気条件での割球一卵細胞質複合体の融合率
（68～88％）は生体由来の成熟卵をレシピェント卵に用いた報告の融合率
（68％［3］，64－72％［5］）と同等の成績であったと考えられる。一方、
生体由来の成熟卵に適した電圧条件（100V／mm）を用いた場合、今回の実験
では卵の活性化や融合の際に破壊する卵の割合が増加し、結果的にPrather　et　al，
［3ユが報告した体外成熟卵の融合率と同等の成績を示した。一一般に、マウス
［13，14］や牛［25］では必要以上の電圧や通電時間を加えることにより、
作出された胚の発生率は低下することが報じられている。これらのことから、体外
成熟卵をレシピエント卵に用いる場合、電圧条件は生体由来卵のそれよりも低い値
に設定することか望ましいと推察される。
ドナー割球のステージ別の融合条件の検討
　32細胞期以降に発育している比較的小さな割球と除核卵細胞質との融合率は
O－67％であり、8－16細胞期胚割球との融合率に比べて低い結果が得られた。
ドナー割球の体積が小さくなるに従い融合率が低下する傾向は生体で成熟した卵を
用いた場合にも同様に報告されている［3］。しかし、Bondioli　et　al．［5］は
16－64細胞期割球の融合率は発育ステージによって差異がないことを報じてお
り、本実験結果とは一致していない。彼らは2本のワイヤー状の電極で胚を挟み込
んで電圧を与える方法を採用している。本実験で用いたのは平行電極であり、しか
も交流電流を用いて融合可能な位置まで卵細胞質一割球複合体を誘導し、一度に大
量の核移植を行う方法を採用した。この方法を用いれば、融合する2個の細胞の大
きさが異なるほど、融合可能な位置に誘導するための時間を要する。従って、融合
方法が彼らの方法と違うことが試験結果が異なった原因の一つと考えられる。
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除核卵細胞質の活性化方法
　第1極体を放出した成熟卵は細胞抑制因子（Cytostatic　factor：CSF）存在下で
M期促進因子（Maturation　Promoting　Factor：MPF）の働きにより第2成熟分裂中
期の状態で発達を停止している［23］。しかし、精子が卵に接合することが引き
金となり卵細胞質のCaイオン濃度の反復的な上昇が引き起こされる。そして、こ
のCaイオン濃度の変化が卵のCSFとMPF活性を低下させることによって、卵
は発達を再開すると考えられている［26］。一方、哺乳動物卵の活性化は電気刺
激やエタノール処理で細胞膜面の浸透性を高めることや［10，16，27，28］、
イオノホア処理で細胞内カルシウムイオンの浸透性を高めること［28］によって
も人為的に誘起できる。しかし、これらの活性剤で高率に体外成熟卵を活性化する
には成熟後も引き続き卵の培養が必要である［10，28，29］。すなわち、牛
卵胞卵は体外培養18時間で成熟する［7，10ユが、培養時間を延長することに
より人為的な単為発生刺激に対する感受性が高まるたことが知られている［28］。
今回の実験でも同様に、卵の活性化は成熟培養時間の影響を受けることが明かとな
った（Tabl　e　6－3）。このことから考えると、　Tabl　e　6－5に示す成熟培養24時間で
核移植された胚の発生率が低かった原因は、全ての卵の活性化が本電気条件では誘
起できず、そのために発生が再開されなかったのではないかと推察される。
　しかしながら、成熟培養時間の延長により、これらの卵の多精子受精率の増加や
胚盤胞への発生率の低下を招く［29］。また、成熟培養時間の延長により卵の細
胞骨格や紡錘糸に変性が認められ、活性化直後第2極体の放出抑制や染色体の飛散
現象がマウス［30，31］や牛［32］で認められている。本実験では、成熟培
養時間の延長によって、退行するレシピヱント卵の増加（Table　6－2）や、ドナー割
球との融合率の低下ならびに核移植胚の異常発生率の増加を認めた（Table　6－5）。
また、成熟培養30時間で作出された活性化卵でも第2極体放出抑制や染色体の飛
散によってもたらされたと考えられる複数の前核形成といった、加令卵特有に見ら
れる状況も認められた（実験3）。このことから、今回作出された核移植胚は加令
の影響をある程度受けていると推察される。
　最近、Ozi1［33］は受精時に起こる卵細胞質の電位の変化を調べ、それと
同様の竃気パルスを成熟後間もないウサギ未受精卵に与えたところ、この単為発生
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卵は胎子にまで発達することを報じた。Collas　et　al．［34］もまた、ウサギの新
鮮なレシピエント卵に複数回の零気刺激を反復的に与えることによって、卵の活性
化処置を行った。その結果、彼らは作出された核移植胚は過令卵由来の核移植胚よ
りも高率に発生したことを報じている。一方、牛では今のところ新鮮な卵を高率に
活性化するための条件の検討は案施されていない。このため、新鮮卵を効率に活性
化するための条件を検討することも、核移植胚の発生率をさらに高めるために必要
と思われる。
［結論］
　核移植のレシピエント卵に体外成熟卵を用いて作出された核移植胚は、完全体外
培養系を用いて培養することにより体外で正常に発達し、受卵牛への移植により産
子に至ることを明かにした。本核移植法は8－16細胞期胚割球の核から胚を作出
する可能性が認められるため、胚の複製方法として有望である。また、屠畜から採
取される体外成熟卵の利用は、入手が困難であった大動物の胚移植関連の実験系を
構築する上で有益な手法となり得ることを示した。
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Fig・6－2・Micromanipulation　of　nucleus七ransfer．　A＞Disaggrega七ed
bl　astome　res　by　repea七ed　gentle　pi　pet七ing　（X　lOO），　B）　Cut七ing　zona
Pellucida　of　an　oocyte　by　a　micr◎needle　（X200），　C）　An　enucleabed　oocy－te　by
aspi　rating　the　first　polar　body　and　adjacen七　〇〇plasm　（about　1／3　0f　ooplasm）
using　a　micropipette（35μm　in　diameter）．　D）The　fragments　of　removed
o◎plasm（orange）stained　with　5μg／ml　acriCline　orange　for　5　min　and
obse　rved　by　a　f｝uo　rescent　m｝croscope　to　con・Fi　m　remova｝　o　F　the　green
stained　M　l　i　ch　romosomes　（X　400），　E）　A　i　nse　rted　blastomere　into　the
perivi七elline　space　of　an　enucleated　recipient　oocy七e　through　the　slit　on　the　zona
（X200）．　F）　kesul　tant　nucleしts七ransfer　embryos　which　were
activated　and　fused　with　a　dono　r　b｝astomere　10　min　after　apPl　icabi　on　of
七wo　D．C．　pulses（75　V／㎜for　50μsec）．
一！12／一一
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Fig．6－3．　A　Japanese　B｝ack　ca｝f　obtained　fr㎝anucleus　transfer　embryo
fused　a　blastome　re　from　japanese　Bl　ack　cattle　embryo　with　a　Holstein
enucleated　oocy七e　matured　in　vi　tro．
一／λi’
Table　6－1．〔㎞fimation　of　MH　chromos㎝es　fr㎝in　vitro　matured
oocytes　dyed　by　Hoechst　33342　（HO｝　or　ac　ri　dine　o　range　（AO）．
No．　of　oocytes　with　chr㎝oso吼es
　　　　　　　comf「rmed　i　n　（％）
CytoPlast　　Dye　　No．　of　oocytes
　　　　　　　　　　　　　　　　examined　　　　　　re蹟oved　　　　re鵬ained
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cytoPIast　　cytoPIas七
not　exsi　st
52 41（79）b10
In七act
control
AO 57 57　（100）a0
36 21（58）d2 13（36）a
Removed
cytoplast
AO 96 77（81）c8 11（11）b
a，b、c・da＞b（P＜0，01），c＞d（P（0．05）．
一一　12　3一
τable　6－2．　Effect　of　duration　of　maturati◎n
tKours　en　the　mai　ntai　ni㎎　normal　morphol　ogy　of
reCi　pient　CytOPIaStS．
　　　　　Hou　rs￥　fo　r　　　　　　　No．　of　　　　No．　of
maturat　i　on　　storage　　　oocytes　　　cyt　oplasts
　　　　　　　（h）　　　　　（h）　　exarni　ne　　no　rr“al　l　y　（％）
???????? ?? ? ?? ??」??【」???156
148
182
143
108
153
???????????????????????（83）a
（84）a
（85）a
（82）a
（58）b
（67）b
￥Oocytes　were　cultured　i　n　T（Mトー199　＋　5％　FCS
with　cしmulus　cel　ls　for　amount　of　maturat　ion
and　storage　hours　（25－45　h）．
a・ba＞b　（P〈O．Ol），
一μター
Table　6－3．　EffeCt　of　voltage　of　DC　pulses　on　parthenogenetic　ac七ivati㎝
of　bOvi　ne　oocytes　matu　red　i　n　vi　t　ro．
No，　of　matured　oocytes
Hours　of
maturation
　　　　　　（h）
Electric
voltage￥
　　（V／mm）
No．　of
oocytes
examined
activated
　　　　　（％）
not－aCti　vated　　（legene　rated
24 　0
50
75
100
125
150
????????? ?? ?ー ???????????（23）
（65）
（54）
（32）
（64）
（54）
???????? ???? ? ???????? ?? ?（0）
（0）
（6）
（47）
（25）
（37）
30　　　　　　　　　　0　　　　　　　60　　　　　　　　　　1　（　2）c　　　　　　　　　57　　　　　　　　2　（　3）d
　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　66　　　　　　　　　　49　（74）b　　　　　　　　　　19　　　　　　　　　1　（　2）d
　　　　　　　　　　　75　　　　　　　59　　　　　　　　　53　（90）a　　　　　　　　　　3　　　　　　　　3　（　5＞d
　　　　　　　　　　lOO　　　　　　　63　　　　　　　　　50　（79）ab　　　　　　　　　3　　　　　　　11　（17）b
　　　　　　　　　　125　　　　　　　62　　　　　　　　　40　（64）bc　　　　　　　　　3　　　　　　　19　（31）b
　　　　　　　　　　150　　　　　　　43　　　　　　　　23　（53）c　　　　　　　　　1　　　　　　　21　（49）a
27　　　　　　　ethanol’￥　　40　　　　　　　　　28　（70）b　　　　　　　　　12　　　　　　　　0　（　0＞d
xTwo　D．C．　pulses　were　induced　for　50μsec　in　these　electrうc　voltage．
￥xExposure　to　7％ethanol　for　7　mi　n　at　27　h　afte　r　start　of　maturati㎝
CUlture，
a・b・G・dValues　with　different　superscript　within　colums　differ
significantly．　a　vs．　c，　a　vs，　d，　b　vs．　c，　P　＜0，01；　a　vs．　bl　b　vs．　d，
P〈0．05．
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Table　6－4．　Effect　of　vol　tage　and　duration　of　DC　pulses㎝the　electric
fusionx　of　2　cytoplasts　obtained　fr㎝in　vitro　matured　bOvine　oocytes．
日ect　r「c　　Duration　　　No．　of
voltage　　　of　pulse　　oQcytes
　　（V／㎜）　（μsec）exami　ned￥x
No．㎡oocytes
fused　（％）　　rot－fused　　　ruptured
100 100
75
50
??????【」 21（25）b
55（57）a
32（63）a
13
18?
??【」」 ???ー
75 100
了5
50
????【??? 24（48）d
39（48）d
50（66）c
?」???? ?」????
累Two　D．C．　pu］ses　were　i　nduced　for　membrane　fusien，　proceeded　by　A．C．
field（1剛z，11　Vノ㎜）for　20　sec．
x￥The　oocytes　matu　red　for　24－30　h　i　n　cu　1七u　re　we　re　used　fo　r　the　exami　nation．
a・b・G・dValues　with　different　su　pe　rscri　pt　wi　thin　co1　urnns　diffe　r
significantly．　a　vs．　b　p〈0，01；　c　vs．　d　p＜0．05．
一一P26－一
Tabl　e　6－5．　In　vitro　development　of　nucl　eus　transfer　（NT）　e皿bryos　in
various　t　i　mes　for　i　n－v　i　tro－matu　rati　on　of　oocytes，
　Du「ation　（h）　of
maturation　before
enucl　eation　fusion
　No．　of　　　　　N◎．　of
　　BOCs峯　　　fused
exami　ned　　emb　ryos享零
　　　　　　　　　　　　　　　（％）
No．　of　NT　embryos
　　　devel　oped　to　（％）
fragment　　　2－ce11merula
???【」【」【????????????【」??【」?? ???????129
155
125
139
11了
63
95
121
103
122?
43
（74）c
（78）c
（82）b
（88）a
（78）c
（68）d
??????（（（（（8）bc
1）d
6）bc
1）d
4）c
（16）a
?ー?????????（33）c
（43）c
（61）a
（62）a
（71）a
（51》c
????????（6）c
（12）c
（17）己c
（26）a
（12）c
（14）ac
1
軍B1　astome　re－oo（；yte　compl　exes　before　fusi㎝．
xxNo．　of　fused　b1　astomeres／No．　of　blast㎝eres　used　for　m㎝branefusion．
AIl　fused　e稲）ryos　we・re　cultured　i　n　TCU－199　＋　5％　FCS　wi　th　cumulus　cel　l　s
for　7－9　days　to　exami　ne　thei　r　devel　opl聡nt　to　morul　a　and　blastocyst　stages，
a　・b・c・dValues　with　different　superscript　within　colums　differ
signifi　cant1　y，　己　vs．　d　p　〈0．01；　a　vs．　c　p　〈0．05；　b　vs．　d　p　く0．05．
＿ゐ～クー
Table　6－6．　The　proport　i　on　of　enucl　eated　cytopl　asts　fused
with　a　bl　astomere　of　donor　e岨）ryos　by　e1　ect　rof　usion．
S七age　of　　　N【）．　of
dono　r　　　eOCs￥
embryos　　　examined
トb．　of　OQcytes
fused　（％）not－fusedruptured
　　8
16
32
64
10u＊i
79
121
109
42
56
67
102
73
15
　　0
（85）b
（84）a
（67）c
（36）d
（0）d
【」?【」??????????【」 ???【」??? ??
oocyte－
cytoplast　　27 0（0） 2了 0
翠BIastome　re－oocyte
￥＊Inner　cel　l　maSS，
a・b・c・da＞c＞d（P
c㎝PIexes　befQre　fusion．
＜0、01），b＞c（P〈0、05）．
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Table　6－7．　In　vitro　development　of　nucl　eus　traBsfer　（NT）　embryos　fused
wlth　fresh，　frozen　or　in　vitro　fertilized（IVF）doror　b3astomeres．
D㎝or　　No．　of
㎝bryos　　B㏄s累
　　　　　　　　exami　ned
N⊂）．　of　eOCs　fused　（％）
No．　of　NT　emb「yos　〕K＊
　　developed　to　（％）
fused　　n㎝一fused　　l　ysed2　4　8　M　B
Fresh
Frozen
IVF
208
125
84
181（87）a
85（68）b
59（70）b
22（11）　　　　5（　2）a
12（10）　　　28（22）b
　9（11）　　16（19）b
108　　74　　38　　17　　4
　483120114
　31　　23　　　12　　　　7　　　　1
写　B1　as　totne　re－oocyte　complexes　before　fusi㎝．
享累AI　l　fused　embryos　we　re　cultured　i　n　T㎝一199　＋　5％FCS　with　cu轍」1us　cells
fo　r　7－9　days　to　exami　ne七hei　r　development　to　morula　（M）　and　blast㏄yst　（B）
stages．
a・bP　〈0．01．
一！2ヲー
Table　6－8．　Result　of　n㎝一surgical
nucl　eus　七ransfer　（NT）　errtbryos．
tranSfer　to　reci　pi　ent　cattle　of
D㎝or
nuclei
Days　after
nucleUS
transfer
Stage￥and
　　no，　of
　　㎝bryos
Recipient
　　on　day
of　estrus
Di　agnosis
Frozen
Fresh
Fresh
Frozen
Fresh
Frozen
IVF
Fresh
IVF
?????
???
???
???
???
???
???
?
????????
?
?????Retu　rned　to　est　rus　day　33
Retu　rned　to　estrus　day　26
トね1e　cal　f　born　day　286
Retu　rned　to　estn」s　day　42
Retumed　to　estrus　day　46
Abortion　afte　r　day　90
Retu　rned　to　estrus　day　30
Retu　rned　to　estrus　day　48
Retv　rned　to　estrus　day　25
￥M，Morul　a；B，　Bl　astocyst．
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第7章　牛核移植胚の発生率向上に関する研究
第1節　活性化された卵細胞質を用いた牛の核移植
［要約｝
　活性化後の経過時間が異なる未受精卵細胞質に移権された核の形態ならびに作出
された核移植胚の発生能を比較した。体外成熟培養24－27時間後で未受精卵の
核を除去した後、成熟培養30時闇でエタノール処置により活性化した。ついで、
活性化後0（Mli期）、6（前核期前期）および12時間（前核期後期）のレシピ
ェント卵に16紐胞期胚割球を電気的に融合した。幣｝｝期の卵に移植された核の
26％は移植後2時間で異常形態を示し、その頻度は、前核期前期の卵に移植され
た核の頻度（2％）に比べて有意（P＜0，05＞に高かっ洗。核膜の膨化に代表
される核の再構築は、前核期前期の卵では65％であったのに対し、前核期後期の
卵に移植された核でわずかに8％であっだ。作出されk核移植胚の胚盤胞への発生
率は、前核期前期の卵で10％であり、他区（2％、2％）に比べて有意
（P＜0．05）に高かった。前核期前期の卵から作出された8偲の核移植由来の
胚盤胞を6頭の受卵牛に1－2偲つつ非外科的に移植した。この内の4頭が妊娠し、
3頭の正常な産子が得られた。これらのことは、活性化6時間後の前核期前期に達
したレシピェント卵は初期胚の核を再構築する能力を有するとともに、M”期レシ
ピエント卵よりも効率的に核移植が行えることを示している。
［緒言］
　同一遺伝形質を有する産子を多数生産することを目魯に核移植方法の改良が行わ
れている［総説1，2］。そしてこれまでに、核移植によって同一遺伝形質を持つ
11頭のクローン牛が生産したり［3｝、多数の核移植由来産子が作出されるに至
っている［4］。また、体外成熟卵を用いて作出された核移植胚からも胚盤胞が生
産され［5｝、受卵牛への移植によって健康な産子が得られるようになった［6｝。
しかしながら、現在の核移植法tll胚の複製をする効率が低いため、胚増産のための
有益な方法として利用されるに1ま至っておらず、その改良がさらに必要と考えられ
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ている。特に、移植された核を正常に再構築することは核移植胚のその後の発達に
影響を与える重要な要因と考えられている［総説7，8］。
　第2成熟分裂中期のレシピエント卵に移植され滝割球核が初期化する際、受精に
おける精子核や卵子核が前核形成をするのと同様な形態的な核の膨化（Nucl　ear
swe｝｝ing）が起こることが知られている［7－9｝。この核の形態鵠な膨化を核の
再形成の指標として、未受精卵が核を受容する時期や、ドナー核が再構築される時
期が研究されてきた［10，11｝。そして、初期胚由来の核をMIl期未受精5腎に
移植することにより、核は1細胞期の核の状態に初期化されることが、マウス
［12，13］、ウサギ［10，14，15］、ブタ［1雪，16｝、ヒツジ
［17］および牛［1－6】でそれぞれ認められた。一方、移植された核の初期化
は活性化卵への核移植によっても少数例ながら起こることが、マウス［18］やウ
サギ［10］で認められている。このことは、ウシの活性化卵が核移植のレシピエ
ント卵として用いることができる司：能牲を残している。そこで、活粧化BPとMI｝期
卵をレシピエント卵に用い、作出された核移植胚の核の再形成様式を核の形態から
推定するとともに、作出された核移植胚の体外発生能を比較した。
［方法］
1．核移植胚の作出
　レシピエント卵の作出に必要な卵胞卵の採取方法、卵胞卵の成熟培養方法ならび
に卵細胞質からの核の除去や割球の注入等の顕微操作方法は6章に従って実施した。
なお、Ml｝期卵からの除核は、成熟培養後24－27時間で行った。ドナー割球に
は体外受精後2－3日目の体外受精由来16細胞期胚割球を用いた。囲卵腔内にド
ナー割球を注入されたレシピエント卵は、体外成熟後30時間で7％ヱタノールを
含む培地にて7分間39℃にて処置する事により活性化された［19］。なお、こ
の処置によって85－90％の未受精弊が活性化することが既に報じられている
［20］。
　体外受精後6および12時間（精子が透明帯を通過した時闇をO時間とする〉で
牛胚は前核期前期および前核期後期に発達することが認められている｛21，22］。
また、著者らΣ23］は、体外成熟30時間でエタノール処置により活性化されだ
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単為発生卵は体外受精卵の発生とほぼ同様に6時間で前核期前期に発達することを
認めている。このことから、今回の実験に用いた活性化0時間の卵細胞質はMII期
に、活性化6時間の卵は前核期の前期におよび活性化12時間の卵は前核期の後期
に相当することになる。そこで、活性化処置直後、6時間後および12時間後にレ
シピエント卵と割球とを電気的に融合した。細胞融合は6章の方法に従って実施し
た。これら3種類の異なるステージにあるレシピエント卵に核移植を行い、移植後
の核の形態および核移植胚の発生率を比較することにより、卵の保有する核の再構
築能を調べた。
2．核の蛍光観察
　融合2または8時間後、核移植胚を2．5％グルタルアルデヒドにて1分間固定
し、ついで、100μ9／mlHO33342を含むPBSにて10分間染色した。
染色された胚をスライドグラスとカバーグラスにて保定した後、UV励起
（360nm）の落射蛍光顕微鏡（TMD，ニコン）にて移植核の直径を計測した。
核の形態評価方法はウサギの核移植で用いられた方法に準じ、3等級に分類された。
すなわち：（1）核膜が消失したり、凝縮した核（premature　condenced
chromatin；PCC），（2）移植前の割球と比べて変化が認められず、凝縮も膨化
もしない核（no　evidence　of　nuclear　swelling　or　condenced　chromatin；NE）、
（3）直径が移植前の割球の直径に比べて1．5倍以上（30μm以上）に膨化し
た核（nucl　ear　swelling；NS）の3つに分類した［24］。また、複数の核を有
する胚や、輪郭が不明瞭な核を有する胚の頻度にっいても調べた。
　これらの核の形態はリバーサルフィルム（Ectacrome400，
Kodak）にて写真撮影（Nikon，Asal600）された。撮影されたフ
ィルムは4倍の増感処理によって現像された。
3．核移植胚の発達
　核移植胚は単層の卵丘細胞層を含む培養液中にて6－9日間培養して胚盤胞への
発生を調ぺた。培養6－7日後胚盤胞に発達した核移植胚を発情後7－－8日目の受
胚牛の黄体側子宮角に頸管経由漆を用いて移植した。受胚牛の妊娠鑑定は移植後
40－60日に行い、再確認のnめ、90－120日に再度実施した。
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統計処理
　得られた結果はx2検定によって有意差を検定した。
［結果］
核の形態変化
　核移植後2－8時間で観察される代表的な核の形態をFig．7－1に、各区の結果に
ついてTable　7－1にそれぞれ示す。　M　ll期未受精卵と融合し、その2時間後に固定さ
れた核移植胚の核は、26％がPCCを35％がNEを39％がNSをそれぞれ示
した。これらの核の直径は、非融合割球の核の直径（21±4μm）と同等であり、
有意な差を認めなかった。また、MII期卵に移植され、その8時間後に固定された
核移植胚の核は60％が前核様の形態を示し、融合後2時間で固定された核の直径
と比べて有意（P＜0．01）な膨張が認められた。このことは、Ml｝期のレシピ
ェント卵に移植された核は染色体凝縮後に膨化する傾向があることを示している。
これに対して、前核期前期のレシピエント卵に移植され、その2時間後に固定され
た核の65％は、染色体凝縮を起こすことなく速やかに膨化していた。これらの核
の直径は38±12μmであり、活性化0時間で移植されその8時間後に固定され
た核の直径（34±16μm）と同等であった。一方、前核期後期のレシピエント
卵に移植されその2時間後で固定された核において、核の膨化が認められたのは僅
かに2個（8％）であり、核の直径（24±11μm）も前核期前期のそれと比べ
て有意（P＜0．01）に小さかった。
　核移植胚に認められた核の異常形態をFig．7－2に示す。核の異常の頻度はM　ll期
レシピエント卵に移植され、その2時間後に固定された核（26％，PCC：6，
NE：2）および8時間後に固皐された核（36％、　PCC：1，NE：3，
NS：5）に多く認められた。　yrの出現率は前核期前期および前核期後期の卵をレ
シピエント卵とした時の出現率12％，NE：1，P＜0．01；0％、
P＜0．05）と比べて有意に帝かった。
核移植胚の発生能
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　活性化後の経過時間が異なるレシピエント卵から作出された核移植胚の体外の発
生能をTable　7－2に示す。前核期前期のレシピエント卵と割球との融合率
（240／327，73％）はMll期の融合率（178／220，81％）に比べ
て有意（P＜0．05）に低かった。しかし、2細胞期以降への分割率およびそれ
以降の発生率は前核期前期由来の核移植胚が最も高く（161／202，80％）、
他区との問に有意（P〈0．01）差が認められた。胚盤胞への発生率も同様に前
核期前期由来の核移植胚が高く、他区と比べて有意差（P＜0．05）が認められ
た（10％，20／202　VS．　2％、2／90；2％、2／97）。
　前核期前期由来の核移植胚から発達した8個の胚盤胞を6頭の受卵牛に非外科的
に移植した。この内の4頭が妊娠し、3頭の正常な産子が得られた。残る1頭は移
植後203日で早産した。
［考察］
核の再構築様式について
　MII期卵細胞質は哺乳動物初期胚の核を初期化できる能力を有することが報じら
れている［1－6，10　一一17］。移植された核が初期化する際、核には核膜の崩
壊一染色体の凝縮一核膜の再形成一核の膨張といった一連の形態的な変化が認めら
れることがカエル［9］、マウス［12］、ウサギ［10ユおよびブタ［11］で
報じられている。これに対し、栄養膜細胞［16］やマウス胚盤胞内細胞塊［13］
などの分化がより進行した核をMll期卵に移植しても核の膨張や初期化は起こらな
い。また、核を初期化する能力を保有しないマウス前核期卵［25］や2細胞期
［26］に初期胚核を移植しても核の膨張は同様に認められない。このことから、
移植された核の膨張の有無やその程度は、核が再構築したかどうかの形態的な指標
になると考えられている［総説8］。
　今回の実験では、Mis期の卵細胞質に移植された初期胚核は、他の動物と同様に
一時的な染色体凝縮を起こした律、融合8時間後で前核期様の核に膨張することを
認めた。一方、前核期の前期にある卵細胞質に移植された核は、染色体凝縮は起こ
さなかったが、速やかに核は膨輩した。この卵細胞質に移植された核の直径は、
Mll期卵細胞質に移植されその6時間後に固定された核の直径と同程度であった。
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また、前核期前期の卵から生産された核移植胚は体外受精胚と同様の発生過程（培
養7日目で胚盤胞に発達）をたどり、作出された胚盤胞を受卵牛に移植することに
より産子も生産されている。これらのことから、牛Mll期未受精卵と同様に前核期
前期卵細胞質もまた初期胚割球核を初期化する能力を保有することが明かとなった。
　マウスでは、前核期の受精卵に移植された核は初期化されないが［25］、活性
化処置後60分以内（第2成熟分裂終期）の細胞質内に移植された核は初期化され
ることが報告されている［31］。また、ウサギでは活性化2．5時間目の活性化
卵が核を初期化できる能力を有する［10］。牛の卵は活性化6時間後に染色体凝
縮期から前核形成の前期に達する［19－23｝が、この時期の卵細胞質でも核を
初期化する能力を保持していることが今回の実験で示された。このように核を初期
化できる時間が動物種によって異なる理由は、卵が活性化してから前核が形成され
るまでの時間的な長さの違いによるものと推察される。
　これに対して、牛前核期卵細胞質を用いた再構築胚は胚盤胞に発達しにくいこと
が報告されている［2］。Czolowska　et　al。［31］もまた、マウスの前核期卵に
移植された核は膨化する頻度が少ないことから、この卵は核を初期化する能力を保
有しないことを推測している。一方、亀山ら［32］牛前核期卵細胞質由来の核移
植胚から産子を得たことを報じた。しかし、これらの再構築胚は6日目で胚盤胞に
発達していることから、核の初期化が不完全であった可能性を同様に指摘している。
今回の試験では、前核期後期の牛レシピエント卵に移植された核が膨化したのは全
体のt8％であった。また、再構築胚の胚盤胞への発生率も他区の発生率に比べて
低いことから、この時期の牛卵細胞質は他の2区に比して核を初期化する能力は低
いと考えられる。
長時間の成熟培養によりMPFの活性化が低下している過令卵もまた、核移植の
レシピエント卵として利用されている［27－29］。この過令卵はすでにMPF
活性が低下しており、移植された核はPCCを起こさず速やかに膨張することが、
マウス［30］とウサギ［10，24ユで観察されている。また、過令卵から作出
された牛核移植胚は胚盤胞に発運し［28］、産子が得られること瀞報じられてい
る［29］。活性化卵や過令卵の2つの異なるレシピエント卵においてPCCが起
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こらなくても核が初期化されたことは、核の初期化には必ずしもPCCは必要でな
いことを示すものである。
核移植後に起こる核の形態異常
　MIl期細胞質に核移植を行った時、染色体凝縮の過程で染色体が飛散したり、核
が形態異常を起こすことがマウス［27］やウサギ［33］の核移植で観察されて
いる。今回の実験でも、MII期に移植された核には染色体の一部が分散した形態や、
複数個の核が混在する形態が26－36％に観察された。著者はこの核の形態異常
がPCCした時期以降に認められ、その頻度がそれ以降増加しないことから、核の
異常はPCCの過程で発生したのではないかと考える。また、　MII期卵に移植した
核の形態に異常が多かったことが、作出された核移植胚の発生率を下げた原因では
ないかと推測する。これに対して、前核期卵細胞質に移植された核には異常形態を
示すものはほとんど認められなかった。また、これらの前核期前期由来の核移植胚
は、体外受精胚と同様の発達過程をたどり、他区に比べて胚盤胞への発達率も高か
った。これらのことから、前核期前期卵への核移植は核の異常を引き起こしにくく、
しかも核の正常な再構築能を有すると考えられるため、牛の核移植方法として有効
であると結論する。
　これに対し、最近、細胞周期を同調して得られるウサギGl期の核をM　tl期卵細
胞質に移植することにより、前述した異常形態を示す核が減少し、体外での胚盤胞
への発生率が向上したことが報じられた［34］。このため、ドナー核の細胞周期
の同調は、牛の核移植の発生率を改善するためにも今後検討されるべき課題であろ
う。
活性化卵の融合条件
　ドナー割球と活性化卵細胞質との融合率はMll期卵との融合率に比べて有意に低
率であった。一般に卵の活性化によってもたらされる卵の食作用の低下や多精子拒
否に関係する表層穎粒の放出や細胞膜の変化は融合率の低下をもたらす要因の1っ
と考えられている［2］。このため、今後活性化された卵の融合率をあげるには、
適した融合条件を検討していく必要が考えられる。今回の融合はエボナイトで閉鎖
されたステンレス製のチャンバTを用いて実施された。しかし、ステンレス等の電
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導度が低い材質に瞬間的に大量の電圧を通電すると、設定値よりも低い値の電圧し
か通電しなかったり、それに伴う発熱が認められる［35］。そこで、伝導度が高
い白金等を電極の素材に用いること、或いは開放型のチャンバー［3］を用いるこ
とにより、融合時に起こる発熱牽軽減することも融合条件を改善する対応策になる
と思われる。
［結論］
　前核期前期の卵細胞質はM｝1期卵細胞質と同様に初期胚の核を未分化の核の状態
に初期化する能力を有する。また、移植された核は染色体凝縮から回避されるため、
作出された核移植胚はMll期卵から作出された核移植胚よりも高い発生能を有する。
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Fig．　7－1．　Karyomorphism　of　the　nしrc｝ear　t　ranspl　ant　embryos．
（A）　Nucleus　of　nonfused　blastomere．　（B　and　C）　Nuclei　fしmsed　with　a　cy七〇plast
O　h　after　activati◎n，　〈B）　Prernatur・e　condenced　ch　r㎝atirl（PCC＞　in　which　the
nucleus　membrane　has　disappeared　and　chroma七in　condensation　is　present，（C）
Nuc｝eus　showi　ng　no　evi　dence　of　nuclear　swe｝1ing　／　condenced　chromatin　（NE）．　（D＞
Nuclei　fused　with　a　cytoplast　O　h　after　activa七ion　showi　ng　a　swollen　nucleus　（NS）．
（bar＝100μm）．
一／張）．一
Fig・　7－2・Abnorma｝　karyomorphism　of　the　nuc｝ear　transplant　embryos　fused　O　h
af七・・a・tうvati。・・（A）T・・c・・d・・S・d・・c｝・寺．（B）Si…ndensed・uc1，i．（C、，d　D）
NUC｝eう　　　　　　fixed　8　h　after　fusion，　（e）　Embryo　with　a　swo｝｝en　and　non－swo｝｝en
nucleus，（D）arachnoidal　ly　swo11θn　nucleus．（bar＝100μm）．
一／4－3一
τable　7－1．　Ka　ryomorph号sm　of　rHic　lear　t　ranspl　ant　e藷めryos　obtaうned　f　rom
partherx　）geneti　cal　1　y　activated　oocytes．
　Time　of　　　　　　　　Tir駅∋of　　　　　No．　of
fusi㎝after　　fixati㎝　　㎝bry〔〕s
activation（h）　　after　fusion（h）
Kary㎝orphis冊（瓢）1）
PCC NE
　　　　　Nucleus
　　　　　diameter
NS　（mean±SDμ冊）
?????? ???【? ?????? ? ?8（26）
3（12）
1（2）
0（0）
川35）
7（28）
15（33）
23（92）
12（39）b
15（60）
30（65）a
2（8）c
27±17
34±16邑
38±12己
24±11c
Nonfused
blast㎝ere 20　　　0（　0）　　20（100）　　0（　0）21±4c
1）PCC：　preffiatu　re　condemsed　chro冊a七in；　NE：　nucleus　wi　th　no　evidence　of　nucl　ear
swel　l　i　ng／c㎝densed　chr㎝ati　n；NS：nuc、　ear　swel　l　i　r｝g，
a・b・cVal　ues　wi　th　diffe　rent　suspescripts　were　signi　fi　cantl　y　di　ffe　rent：　a　＞b
（P〈0．〔｝5）and　a＞c（PくOSI），
Val　wes　in　parentheses　indi　cate　the　pe　rcentage　of　the　nLuTt）e　r　of　embryo　しmsed．
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Table　7－2．　In　vitro　deve1〔｝pment　of　nuclear　transfer　embryo　us　ing
　parしhenogenet　i　cal　l　y　activated　oocytes．
Til冊of　fusion　No．σf　No．　of　　No．　of
　　　after　　　　　　embryos　　　fused　　　　　　cul　tured
aCtivatiOn　　　　　　　　　　　　　er説）ryOS（％）　　e野わryOS
Embryos　deve｝opffent（％〉
cTeaved　　　moru｝a　　bl　astocyst
????? 220
327
127
178（81）a
240（73）b
98（77）
90
202
97
　54（60）d　　　6（　7）d　　2（　2）b
161（80）c　　　43（21）c　　20（10）a
　58（60）d　　　7（　7）d　　2（　2）b
a・b・c・dValues　with　different　suspescri　pts　significantly　different：a　＞b
（P　＜0．05）　and　c　＞d　（P　〈0．01）．
Val　ues　i　n　parentheses　号ndicate　Percentages．
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第7章　牛核移植胚の発生率向上に関する研究
第2節　ドナー胚の発育ステージが牛核移植胚の体外発生におよぼす影響
［要約］
　培養時間の異なった牛ドナー核または人為的に細胞周期を同調させた牛ドナー核
から核移植胚を作出し、胚盤胞への発生能を調べた。核移植のドナーとなる体外受
精94－108時間後の胚細胞数は22－23個であったが、培養を継続すること
により、114時間と126時間後で特異的に胚細胞数の増加が認められた
（33±7個および48±11個，P＜0．01）。これらの胚を核移植のドナー
とした時、得られた核移植胚の44／197個（22％）および47／173個
（27％）が胚盤胞へと発達一した。
　体外受精後108時間のドナー胚を12時間ビンブラスチン、コルセミドまたは
ノコダゾールを含む培地にて培養後、再度細胞分裂阻止剤を含まない培地で3日間
培養した時、21／45個（47％）、14／45個（31％）および8／45個
（18％）が胚盤胞へと発達し、ドナー胚の細胞分裂をMll期で同調する効果と、
薬剤除去によるドナー胚細胞の再分裂の可逆性が認められた。細胞周期が同調され
たドナーから核移植胚を作出したところ、39／177個の胚（22％）が胚盤胞
へと発達した。しかし、この発隼率は対照となる核移植胚の発生率（22，27％）
と同等であり、ドナー核の細胞周期を同調する効果は認められなかった。
　核移植胚の発達状況は体外培葦胚の状況とほぼ同様であった。核移植後7日目の
胚の細胞数（68±39個）は対照となる生体回収胚および体外受精胚の細胞数
（61±17，76±27）と同等であった。しかし、8日目胚の細胞数（82±
18個）は生体回収胚および体外受精由来の胚細胞数（164±39，149±4
2）に比し有意（P＜O．01）に少なく、培養条件の更なる検討を要する。
［緒言］
核移植技術は一卵性の複数産子を作出する技術として、特に牛の家畜改良面で大
きく注目されている［1－4］。これまでに、牛の核移植技術は体外成熟卵のレシ
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ピエント卵としての活用［5］、活性化卵を用いた核移植方法の開発［6，7｝、
卵の活性化方法の改良［8］、融合方法の改良［9，10］、継代核移植法開発
［11ユ、卵の融合と活性化を行うタイミングの検討［12｝等、レシピエント卵
の条件を改良することによって効率化が行われてきた。そして、現在までに、核移
植胚由来の産子が多数作出されるに至っている［2－4，6，11，121。しか
し、核移植を胚の複製方法として今後実用化していくために、1個の胚からより多
くの胚盤胞を複製することができるための技術開発がさらに必要である。
　核移植においてドナー核とレシピエント卵細胞質の細胞周期を同期化すれば、移
植された核の染色体の再構築やDNA合成の制御は支障を来しにくいことが知られ
ている［13］。我々は7章1節でMll期卵細胞質にドナー核の細胞周期を考慮せ
ずに核移植を行ったところ多種の核相を観察したことから、ドナー核の細胞周期を
レシピエント卵の細胞周期に同期化する必要性を認めている。しかし、牛初期胚の
細胞周期に関する知見はなく、従って、ドナー核側から核移植胚の発生率を高める
ための操作は実施されていない。
　Smith　et　al．［14ユが行ったマウス1および2細胞期胚同志の核置換結果では、
同じ細胞周期の核置換胚は細胞周期が異なる核置換胚に比べてその発生率が高いこ
とを示した。このことから、核と卵の細胞周期の同調は胚の発生能を高めるための
大切な条件の1つであると考えられている［14］。ドナー胚の細胞周期が核移植
胚の発生能におよぼす影響は、これまでにマウス［15｝とウサギ［16｝で検討
されている。そして、Mtl期卵への核移植を行う場合、ドナー核にはGl期の核が
適していることがそれぞれで報じられている。
　一方、牛の核移植に用いるレシピエント卵には核移植後の核の形態異常を低下さ
せるため、Mll期卵に代わり活性化卵が用いられるようになってきた［6，7，
12，17］。この牛活性化卵の細胞周期は活性化12間後にはS期に到達するこ
とが報じられている［18｝。従って、著者は活性化6時間の卵を核移植のレシピ
エント卵に用いているため、それに適当なドナーの細胞周期にはGl－S期の核と
推定される分裂直後の胚細胞核か、あるいはその時期の細胞周期の割球を多数保有
する胚由来の核が適当と考えた。そこで、Gl－S期紐胞周期にある核の確保につ
いて検討した。
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　一般に、IVM／1＞F胚を卵丘細胞と共培養によって発生させると、体外受精
胚は培養2日目で8　一一16細胞期に達した後1－2日間は細胞数の増加が認められ
ない。そして、その翌日（体外受精後5日目）で細胞の増殖が再開されることが知
られている［12，17］。青野ら［17］は、この体外受精胚の発生の特性に注
目して日令毎に核移植を行ったところ、核移植胚の発生能が異なることを報じた。
この報告の中で彼らは、一時的に細胞数が増加する時期の胚にはGI－S期の胚割
球が多く含まれる可能性が高いことを推察している。このことは、体外受精後の経
過時間によって胚細胞数が増加する時期が推定できる可能性を示すものである。
　そこで本研究では、体外受精胚が一時的に分裂を停止して再度細胞分裂が開始す
る時期を16－32細胞期および32－64細胞期で調べた。そして、この体外受
精後の培養時間毎に得られる胚割球をドナーとして核移植を行い、発生に与える影
響を調べた。また、細胞分裂阻止剤を用いてドナー核の細胞周期の同調を試みた。
さらに、作出された核移植胚の正常性を調べるために、胚盤胞までの発生状況を体
外培養胚や生体回収胚の発生状況と比較した。
［方法］
1．ドナー胚の作出
　ドナー胚には6章の方法［19］に従って作出された体外受精胚を用いた。
　当研究室の体外受精系において、体外受精後8－－9日目の平均的な胚盤胞の発生
率は20－25％であり、形態が良好な胚はその40－50％（1シャーレ当たり
4－6個程度）である。発生状況、形態、および細胞数共に正常な体外受精胚を得
るため、供用するドナー胚には難生培地内にある50個の体外受精胚の中から形態
良好で、かつ細胞数の多い胚かろ5個を選別して用いた。これらの胚を体外受精後
の経過時間別に採取して空気乾燥法［第2章］を用いてその細胞数を計測すると共
に、核移植に供試して胚盤胞への発生率を調べた（実験2）。
2．分裂阻止剤による細胞周期φ同調とドナー核の作出
実験2の結果から得られたドナー胚が細胞分裂を再開する時期を狙って胚細胞の
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周期の同調を行った。すなわち、体外受精tO8時間後、旨視的に見て形態、細胞
数共に正常に発達した胚をO．04μg／m1コルセミド［20］、
0．4μ9／m1ビンブラスチン［21，22］または、0．01μ9／mlノコ
ダゾール［23］を含む培養液にてそれぞれ12時間培養することにより、細胞分
裂を分裂中期で陽止した。っいで、これらの胚を新鮮な培養液にて3回洗浄した後、
発生培地にてさらに3日間培養を継続し、胚盤胞への発生率ならびに形態の正常性
を比較した（実験3）。
　実験3で最も発生能が高かった分裂阻止剤を用いて、ドナー割球が細胞分裂を再
開する時期を調べた。すなわち、ドナー胚をビンブラスチンを含む培養液で培養後、
発生培地にて移してから胚割球が細胞分裂を終了するまでに要する時間を空気乾燥
法によって調べる（実験4）と共に、分裂直後の割球をドナーとして核移植を行っ
た（実験5＞。
3．核移植
　7章1節の方法に従って、体外成熟卵に付着した卵丘細胞の除去、形態判定によ
る成熟卵の選別、および卵に含まれる染色体の除去を実施後、体外成熟後30時間
で7％エタノールを含む培養液に7分間浸漬して卵を活性化した。融合2時間前に
各区のドナー胚の割球をピペッティングによって単離した後、この単離割球をレシ
ピエントの囲卵腔内に1個つつ注入した。
　各時期のレシピエント卵と割球との融合は第7章の電圧に従って実施した。なお、
融合チャンバーにはスライドグラスに接着固定された放熱型の白金性電極を用いた
［10，　17］。
　作出された核移植胚は5％非働化子牛血清加TCMI99にて単層に播種された
卵丘細胞と9日間共培養した［19］。胚が卵丘細胞層に粘着するのを避ける
［24ユため、8－12時間おきに胚を卵丘細胞から剥離させた。融合日を1日と
して3日目で2細胞期以上への分割率を、7－9日目に胚盤胞への発達状況を調べ
た。また、培養後6－8日目の核移植胚の細胞数を空気乾燥法を用いて計測すると
共に、この細胞数を体外培養胚や生体回収胚の細胞数と比較した。
得られた結果はx2検定によって有意差を検定した。また、作出された胚細胞数の
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比較はt検定により行った。
実験1
　体外受精後96から138時間まで6時間おきに核移植可能な実験系を得るため、
ドナー核とレシピエント卵の素材となる卵巣中の小卵胞の保存が胚発生率に与える
影響を調べた。
実験2
　体外受精後96からt38時間におけるドナー核の細胞数を調べると共に、各時
間（108－132時間）で得られたドナー核を用いて核移植を行い、胚盤胞への
発生率を比較した。
実験3
　体外受精後108時間の胚を各種分裂阻止剤を含む培養液で12時間培養後、再
度阻止剤を含まない培養液で培華することにより胚盤胞への発生率を比較した。そ
して、分裂阻止剤が胚の胚盤胞への発生を阻害するか否かについて調ぺた。
実験4
実験2で最も核移植胚の発生率が高かったドナー核の条件および実験3で最も発
生率が高かった分裂阻止剤を参考にして、ドナー割球の細胞分裂の同調を行った。
すなわち、細胞分裂を阻止した胚を再度発生培地に移し、ドナー胚が細胞分裂を終
了するまでに要する時間を調べた。
実験5
　実験4で得られた条件を用いて胚割球の細胞周期の同調を行うと共に、この核を
ドナーとして核移植を行った。すなわち、体外受精後108時間と120時間のド
ナー胚をそれぞれ12時間分裂障止剤中で培養することにより・胚割球の核をM｝｝
期に同調した。ついで、発生培地にて4時間培養した胚を常法に従って単一割球に
した後、割球一卵細胞複合体を作出した。細胞局期の同調終了6時間（体外受精後
126および138時間）後、これらの複合体を核移植に供し、薬剤にて同調を
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行っていないドナー核から作出された核移植胚の胚盤胞への発生と比較した。
実験6
　上記実験で作出された8日目クローン胚ならびに同条件で作出された6－7日目
のクローン胚の中で発生状況、形態が最も優れた胚1個を選び、その細胞数を計測
した。そして、体外受精日を第1日として6－8日目の胚や、排卵日を第1日とし
てその6－8日目に生体から回収された胚の細胞数と比較した。
［結果］
実験1
　卵巣の保存時間が体外受精ならびに核移植に与える影響を下abTe　7－3に示す。3－
15時間保存した卵巣から作出された体外受精胚では、2細胞期胚への発生率
（77－80％）および胚盤胞への発生率（22－24％〉に有意な差は認められ
なかった。しかし、21時間保存した卵胞卵由来の体外受精胚の2細胞期胚および
胚盤胞への発生率は169／337（50％，P＜0．01）および58／337
（17％，P＜0．05）であり、他区に比ぺて有意（P＜0．05）に低かった。
　核移植では、卵巣を3および9時問保存して得られた卵胞卵を用いた場合、胚盤
胞への発生率は21／107および13／73であった。これらの発生率は15お
よび21時間保存した卵巣から得られた卵胞卵の核移植成績（8／150および
5／169）に比べて有意に低い（P＜0．05）結果を得た。これらのことから、
以下の実験には、ドナー胚には15時間以内に保存した卵巣から採取された体外受
精胚を、レシピエント卵には9時間以内保存された卵巣から作出された細胞質をそ
れぞれ用いた。
実験2
体外受精後4－6日目における時間別のドナー一胚の保有細胞数およびそのドナー
胚から作出された核移植胚の発生率をTable　7－4に示す。ドナー胚の細胞数は・体外
受精後96から108時闇までで22－23個であり、各区の間に有意な差を認め
なかった。その後、細胞数は体外受精後114，126および138時間で
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33±7s　48±11および66±16に増加し、6時間前の胚の細胞数
（22±4，31±6および49±7）に比べて有意（P〈O．01）に多かった。
体外受精後体外培養された胚に特有に起こる緩やかな細胞の結合（コンパクト化〉
は体外受精後114時間で3／10に認められ、胚盤胞腔の形成は体外受精後
138時間で4／10に認められた。胚細胞の栄養膜細胞への分化により核の全能
性は低下することが知られている［2］。このため、核移植に用いる胚は細胞分裂
を開始する108時間から、細胞の一部が栄養膜細胞に分化する以前の132時間
までとした。
　著者が実施した32－64細胞期胚割球の融合率は、交流電流によって融合面が
電極に対して平行に移動しにくかったため、8－16細胞期胚割球との融合率に比
ぺると低率であった［9］。今回の融合チャンバーには白金電極を用いたが、
32－64細胞期胚割球の融合率は86－92％と8－16細胞期胚割球の融合率
と同等であった。
　体外受精後114時閤と126時間のドナーから作出された核移植胚の胚盤胞へ
の発生率は、44／197（22％）と47／173（27％）であった。この発
生率は、その前後6時間のドナー核から作出された核移植胚の発生率（11－
18％）に比べて有意（P〈0．05）に高い値を示した。これらのことは、細胞
数が増えた直後の胚割球をドナーとした時、作出された核移植胚は体外で高率に胚
盤胞へと発生することを示すものである。
実験3
　各種細胞分裂阻止剤が胚盤胞の発生率におよぼす影響をTa田e　7－5に示す。細胞分
裂を分裂阻止剤によって停止させ、再度発生培地に戻したドナー胚の18－47％
が培養72時間で胚盤胞に発生した。しかし、対照区に比較すると胚盤胞への発生
率は有意（P＜0．01）に低下し、胚の形態は低下する傾向にあった。これらの
分裂阻止剤の中で、0．4μ9／mlのビンプラスチンを用いた区の胚盤胞への発
生率（47％）は、他の区に比べて高い傾向を示したことから、以下の実験には本
剤を用いて細胞周期の同謁を実卑した。
実験4
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体外受精後108および120時間で細胞分裂を阻止したドナー胚の細胞周期の
同調結果、ならびに発生培地に再度移し変えてからの経過時間にともなう細胞数お
よび核の形態変化をTable　7－6に示す6体外受精後1G8および120時闇目のド
ナー胚は、ビンブラスチンにて12時間培養されることにより、ドナー胚の61±
25％の細胞および45±28％の細胞が分裂中期で停止された。108時間区で
は培養液に移して2時間で細胞数の増加が認められ、6時間目（体外受精後126
時間）で再度細胞数が増加した（P＜0，01）。120時間区では培養4時間後
に細胞数が26±5個から59±14個へと有意（P〈O．01）に増加した。こ
れらのことから、これら2つの培養時間では胚の約半分の細胞分裂が分裂阻止剤に
より停止し、残りの半分の細胞（ま分裂阻止剤の影響を受けることなく独自の周期で
分裂したものと推察される。また、細胞が分裂阻止されてから約6時間で胚細胞数
は倍増したことから、ドナー割球の大部分の細胞周期は細胞分裂後6時間以内の周
期に同調されたと考えられる。実験2の体外受精後138時間の胚には胚盤胞腔の
形成が認められたが、分裂阻止した胚には観察されなかった。胚の外側に位置する
割球の栄養膜細胞への分化は起こっていないものと判断されることから、本区で作
出された胚も核移植のドナーとして使用した。一方、凝縮核の割合は両区ともに
4－6時間で8－12％認められたことから、分裂阻止剤の胚の生存性に対する悪
影響が確認された。
実験5
　実験4の結果を参考に作出した紐胞周期が同調されたドナー核の核移植結果を
τab、e　7－7に示す。人為的に同調されたドナー核による核移植胚は108時間区で
21／101（21％）および↑20時間区で18／76（24％〉が胚盤胞に発
生した。しかし、この発生率はTable了一4で実施した体外受精後114時間と126
時間のドナー核から作出された棟移植胚の発生率（22％および27％〉と同等で
あり、ドナー核を同調した効果（ま認められなかった。
実験6
　核移植胚の発達B令毎の形態牽Fig．7－4に示す。胚は融合日を1日として2日目
に2－4細胞期胚に、3日で8岬胞期胚に、4－5日で桑実胚に発達した。また、
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6日目にコンパクト桑実胚に発達した後、7B目に胚盤胞腔の形成が認められ、そ
の拡張（拡張によって透明帯列断部からの脱出が認められる。）が8日目に観察さ
れた。このことから、核移植胚の発達過程は体外受精胚や生体回収胚と同様の過程
をたどることを認めた。
　6－－8日目の核移植胚の細胞数をTable　7－8に示す。胚の紐胞数は、培養後6日で
33±9個の細胞数から成るコンパクト桑実胚、7日で68±9個の細胞数から成
る胚盤胞そして8日で82±18個の紐胞数から成る拡張胚盤胞に発達した。しか
し、8日目の拡張胚盤胞の細胞数は、体外受精胚や生体回収胚の8日目の細胞数
（149±42，164±39）に比し有意（P＜0．01）に低かった。
［考察］
ドナーとレシピエントの細胞周期の同期化
　著者は、7章1節において牛活性化卵はMll期卵と同様にドナー核を初期化し、
作出された胚は後者に比し高い発生能を有することを示した。マウス［t4，15ユ
とウサギ［16］では、ドナー核の細胞周期とレシピェント卵の細胞周期とを同期
化する事により、核移植胚の発生率は高まることが知られている。Bames　et　al．
［25］は、牛活性化卵に移植された核にも異常なDNAの複製を認めたことから、
ドナー核の細胞周期をレシピエント卵の紐胞周期に同期化する意義を認めている。
これに対して、Campbell　et　al．［18］は、　G　l期卵に移植されたS期の核は、卵
の細胞周期に修飾されることなくドナー独自の細胞周期によってDNAの複製を行
うことから、ドナー核の同調の効果を認めていない。著者は、特定の培養時間に胚
細胞が増殖するという牛体外受精特有にみられる現象を舟いて、ドナーの細胞周期
の同調を行った。その結果、細準数が増えた直後のドナー割球から作出した核移植
胚で高い発生率を得た。このこ革は、ドナー核の細胞周期は核移植胚の発生に影響
を与えるという前者の意見を指示するものである。また、胚が活発に細胞分裂を起
こす時期を体外受精後の経過時闘から推測することにより、G｝期の細胞を多く含
む胚を獲得できると考えられる。
分裂趾剤を用いたドナーﾋ胞醐の醐
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　マウス［26］やウサギ［16］では、核移植に用いるドナーとレシピエントの
細胞周期を同期化するため、ノコダゾールやアフィディコリンを用いてドナー核を
Gl期に同調している。またStice　et　al．［23］は、分裂阻止剤にノ：｝ダゾール
用いて細胞周期を同調した牛ドナー核を用いて核移植を行った。その結果、ドナー
核をレシピエントの細胞周期に同期化することにより、対照区に比べ高い発生率を
得たことを報じている［16，23，26］。一方、牛胚では、ノコダゾールの他
にもいくつかの細胞分裂阻止剤があり、各々の薬剤でその至適濃度について検討が
行われている［20－23］。今回の実験では、ノコダゾールと同様に、コルセミ
ドやビンプラスチンにおいても胚細胞を同調する効果と薬剤の可逆性にが認められ、
ビンブラスチンにて培養された胚は、発生培養の生存性が他の細胞分裂阻止剤の生
存性に比ぺて高い傾向を認めた。また、TabTe　7－6に示したとおり、細胞分裂阻止後
の発生培地での培養により、126時間と138時間で大部分の割球を6時間以内
に分裂させることを可能とした。これは、体外受精後108－114時間および1
20　一一126時間でおこる割球の細胞分裂を、体外受精後120－126時間およ
び132－138時闇で起こる割球の細胞分裂時期に同調した結果によるものであ
る。
　しかしながら、細胞周期が同調されたこれらの核を核移植に用いても胚盤胞の発
生率を高めることには寄与しなかった。これは、ビンブラスチンによって分裂阻止
された胚に10％程度の凝縮核が出現したことから、薬剤が分裂阻止後の核の生存
性に対して悪影響を与えた可能撃も推測される。また、作出された核移植胚の発生
率が対照区の胚盤胞の発生率と同等であったことは、分裂阻止剤によって紐胞分裂
が停止しなかった核由来の胚のみが胚盤胞に発生した可能性も考えられる。これら
の理由から、本実験で実施した細胞分裂阻止剤を用いたドナー核の同調は・ク［｝一
ン作出胚作出の効率的な手段に1ま現時点で成り得ていないと考えた。今後は、より
効率的なドナー核の同調を行う葎めに、阻止剤の種類や阻止剤添加の時期等にっい
て・体外受精後の培養時間との縣も踏まえて詳細な検討が必要であろう・
核移植胚の体外での発生能
　胚が個体に発達するまでに起こる胚細胞の分化の機構は、卵が活性化される以前
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に既に決定されている［271。このため、細胞の分裂回数と連動した形態変化が
起こる。すなわち、牛生体回収胚では分裂5回目で胚の収縮、6回目で胚盤胞腔の
形成そして7回目で胚盤胞腔の拡張が起こることが報じられている［28］。今回
の実験では体外培養された体外受精胚は、生体回収胚と同様に発達することを認め
た。核移植胚もまた、7日目までは体外で体外受精胚と同様に発達することから、
体外で正常な発生能を有すると考えられる。しかし、8日目の細胞数は他区に比べ
て少ないことから、この時期の体外での発生能の低下が示唆された。Northey　et
a1．［29］もまた、CRlaa培地で発生した胚の発生率はヒツジ卵管内で培養し
たものと変わらないが、胚の品質は後者に比べて劣化していることを報じている。
このため、核移植胚の発生能は依然として低率である。しかし最近、土屋ら［30］
は、SOF培地にて培養した核移植胚由来の胚盤胞の細胞数は、体外受精由来胚盤
胞の細胞数と同等であったことを報じた。今後の体外培養法の検討により、核移植
胚の体外での発生能はさらに高奉る可能性があるので、その成果が待たれる。
［結論1
　活性化卵細胞質をレシピエント卵細胞質に用いる場合、ドナー核の細胞周期は核
移植胚の発生に影響を与えるこζが認められた。細胞分裂直後の割球（おそらくこ
の細飽周期はG｝期に相当する）を多く保有する胚を用いることにより、作出され
た核移植胚は体外で高率に胚盤胞へと発生することを示した。本方法を用いた核移
植を用いれば、6個程度のクローン胚を作出する事が可能となることから、核移植
は有益な胚の複製方法と考えられる。また、ビンブラスチンによりドナー核の細胞
周期を分裂後6時間以内に同期化する事が可能であるが、同調された核をドナーと
して核移植に用いても核移植胚の発生率は改善されなかった。このため、ドナー核
の細胞周期の人為的な同調は更なる改良を要する。
　作出した核移植胚は体外受精胚や生体回収胚と同様の発達過程をたどり、6日目
で収縮桑実胚、7日目で胚盤胞、8日目で拡張胚盤胞に発達する。しかし、胚細胞
数が他区に比べて少ないため、体外培蓑法は条件の更なる検討を要する。
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196．講演要旨1997：
臼g．　7－3．　In　vitro　development　of　nucleus　t　ransfer　embryos　（NTE）、
A：One－ce　l　l　stage　NTE　on　day　1，　日：　Two　to　fou　r－cel　l　stage　NTE　on　day　2・
C：Ei　ght－　cell　stage　NTE　on　day　3，　D－E：Korula　stage　NTE　on　day　4－5・
F：Acompact　morul　a　on　day　6．　G：Early　blastocysts　on　day　7。
H：　Bl　astocysts　and　hatching　blastocys七s　on　day　8。
　　　　’　ノ　　＿一／i！
Table　7－3．　Effects　of　s七〇rage　time　of　prematu　red
devel　opment　of　derived　i　n　vitro　fertilized　（IVF）
transfer　（NT）　emb　ryos，
oocytes’OU
and　nucl　eus
Emb　ryo
　Storage　time
f　p　rematured
oocytes（h）
No、　of
㎝bryos
exam　i　ned
NO．　of　emb　ryos　deve　l　oped　to：
2－ce11 blastocyst　（％）
IVF
??【」?? ?? 429
515
490
33了
343
399
379
169
（80）a
（77）a
（了7）a
（50）b
95
126
116
58
（22）
（24）G
（24）c
（17）d
NT
??????? 107
93
150
169
95
了5
103
137
（97）e
（86）f
（75）9
（87）f
????????（21）h
（15）：
（6）」
（3）k
単Pramatured　oocytes　included
sal　i　ne　at　room　tempa　reture．
abcdefghljka》b，　e　＞9，　h＞」，
i＞」，Pく0．05，
in　ovaries　were　stored　i　n　O，9％
h　＞k，　i　＞k，　P　＜0．01．c　＞d，　f　＞g，
一！b2－一
Table　7－4．　In　vi　tro　development　of　nucleus　transfe　r　（NT）　e冊bryos
reconsti　tuted　”i　th　d◎nor　blastome　res　i　n　vari　ous　developmental　times
after　in　vitro　fertilizati㎝（IVF）．
Devel　opmental
　time　after
　　　　IVF
No．　of　donor
mb　ryos　used
Cell　Rumber
　of　donor
　　　embros
（mean±SD）
No．　（％）　of　Nτ　embryos
cultured　　 eveloped　to
b1　astocyst　stage
96
102
108
114
120
126
132
138
??????????
」????????
23±
22±
22±
33±
31±
a???」???
48±11c
49±7c
66±16d
181
197
184
173
240
25????（14）h（22）f
（11）1
（27）e
（18）s
abcdefghiaくb，　b〈c，　c〈d，　e＜h，　e＜i，　f〈i，
g＜i，Pく0，05．
P＜0．01；e〈g，f〈h，
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Table了一5．　Effect　of　culture　with　various　mitoti　c　inhibitor
on　following　devel　oPmenV　to　in　vitro　ferti　l　i　zed　embryos．
Mitotic　Concentrati㎝　No．　of　No，　of　embryos
inhibitor　　of　inhibi　tor　　　embryos　　　　devel　oped　to
　　　　　　　　　　　　　　（μ9／ml）　　used￥￥　bl　astocyst　stage（％）
Vinblastine
Colcerai　de
Nocodazole
Cont　ro1
0．4
0．04
0．1
　　　0
【」?????? ?」??? ??
??
（47）bc
（31）b
（18）bd
（84）a
xAt　108　after　IVF，　donor　embryos　we　re　cultured　with　various
mi　totic　i　nhibi　tor　for　12　h，　ar心　then　these　el㎡）ryos　were
washed　out　and　cultured　into　inhibito「－free　medi　um　for了2　h，
￥xNine　experiments　we・re　repeated　i　n　each　grouP．
abcda　〈b，　P　く0．01；　c　くd，　P　＜0．05．
＿lb4　一一
Tab】e　7－6．　Cel　l　numbe　r　and　karyo照）rphism　of　図ll　synchroni　zed
dorK）r　emb　ryos　afte　r　cu　l　ture　with　vi　nblastine　（VB）　free　閉edium
for　O－6　h，
Begi　ni㎎　of　　Culture　time　　Cel　l　numbe　r　Pe　rcentage　（mean±SD》
VB　treatment　　with　VB－free
treatvnent　X　　　　med　i　um
in　donor　　　　　of　bl　astome　res　i　n，
e旧bryos
（mean±SD》　　methaphases　　pyknot　i　c
108 ??????20±9d
29±gc
30±5b
42±5a
61±25e
34±23f
6±7s
4±3s
0±lj
4±3i
9±7h
9±lh
120 ??????26±5m
33±5i
59±14k
62±17k
45±28n
21±10°
4±4P
O±3q
2±4t
5±6
11±6s
8±4「
xAt　1080r　120　after　IVF，　donor　emb　ryos　were　released　from
methaphase　by　vvash　i　ng　out　the　v　i　nbl　asti　ne　and　pl　acing　them
into　VB－f　ree　culture　medi　u旧for　O－6　h．
abcdefghijklmnoPq「sta＞b，　a＞d，　a＞c，　e　＞f，　e＞g，　f　＞g・，　h　＞j，
k＞m，　k　＞1，　n　＞o，　n　＞P，　n　＞q，　o　＞q，　s　＞t，　P　＜0．Ol；　b　＞d，　c　＞d，
h＞i，o＞P，　r＞t，　Pく0．05．
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Table了一7．　In　vitro　development　of　bOvine　nucleus　transfer　（NT）
㎝bryos　obtai　ned　f　rom　aCti　vated　cytopl　ast　fused　with　synchoni　zed
nucleix　at　less　than　6　h　after　blastomere　divi　si　on．
Culture　time　of　　　　　　No．　of
dono　r　b1　astotne　res　　　　　NT
　　　after　IVF　　　　　　　　embryos
No，　of　NT　embryos　developed　to
2－cel　l　　　b1　astocyst　（％）
?????? ? ???1 85（84）
66（87）
21（21）
18（24）
Tota1 177 151（85） 39（22）
xAt　1080「　120　after　IVF，　donor　emb　ryos　were　cul　tured　wi　th
O，4μg／ml　vinblastirve　for　12　h．　Then，　these　embryos　were
released　from　methaphase　by　washing　out　the　vi　nblast　i　ne　（at
120　and　132　h　afte　r　IVF）　and　pl　aqi　ng　them　i　nto　VB－f　ree　ou　l　ture
medi　um　fo　r　6　h　（at　126　and　138　h　after　IVF）．
一．^磨一
Table　7－8．　Total　cel　l　number　of　nuc　l　eus　transfer　（Nτ）
embryos　co旧pared　with　that　of　i　n　vi　t　ro　p　roduced　e岨）ryos
（IVF）　or　in　vivo　produced　（VIVO）　e醗bryos．
　Day　of
col　lection
Devel　opment　　Embryo　　No．　of　embryos
　　stage￥　　　　　　　　　　　　　examined
Cell　number
in　embryos
（mean±SD）
6 CM
OM－M
CM
NT
IVF
VIVO
????????? 33±gc
40±13b
52±13a
7 B－CM
EB一㎝
EB・－om
NT
IVF
VIVO
????????? 68±ga
76±27a
61±1了a
8 Hing　B－B
Hi　ng　B－B
Hi㎎B－B
NT
IVF
VIVO
????? ??」ー 82±18c
149±42a
164±3ga
＊M：morul　a，　CM：compact　morula，　EB：
Hi　ng　B：　hatchi　ng　blastocyst．
abca＞b　（P＜0．05），　a＞c　（P　く0．Ol）．
ea l　y　b　l　astocyst，　B：　bl　astocyst，
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第8章　核移植の効率的作出方法に関する研究
第1節　牛ドナー核の凍結保存：細胞質内脂肪穎粒除去後、凍結融解された
　　　　胚割球の核移植
［要約］
本研究は牛体外受精由来の細胞質内脂肪穎粒（脂質〉除去胚の凍結保存の可能性
と、この凍結された胚から分離された割球を核移植のドナーとして利用できる可能
性を調ぺた。牛1細胞期胚を7．5μg／mlのサイトカラシンで10分賜静培養
した後、12000XGで10分間遠心分離することにより、前培養しないものよ
り高率に脂質の除去が行えた（38／70vs．29／77，P＜0．05＞。脂
質除去胚の内，20／126個が胚盤胞に発生したが、これは非脂質除去胚の発生
率（35／176＞と局等であった。凍結融解した53個の脂質除去胚の内｝2偶
（23％）が体外で胚整胞に発達した。非脂質除去胚や遠心分離して脂質を極在化
した胚も2／43と5／59が胚盤胞に発達しfeが、脂質除去胚の発生率に比し有
意（P＜0．05）に低かった。脂質除去胚を凍結融解後核移植のドナーに用いた
結果、70％（57／80）の割球が除核卵細胞質と融合した。この融合率は透常
の非凍結融解の体外受精胚に比し有意に低かった（93／104，P〈O．01）。
しかし、脂質除去後凍結融解された割球から作出され花核移植胚は9／57個が胚
盤胞に発生し、コントロールの発生率（23／93，P＞0／05）と同等であっ
た。これらの結果は、低温感受性の高い牛体外受精由来8－16紐胞期胚から脂質
を除去することによって胚の耐凍性が高まることと、これらの凍結された割球を核
移植のドナー核として科用できることを示している。
［緒言］
　現在哺乳動物胚の核移植には、初期胚細膳核、桑実胚、胚盤胞内細胞塊やその培
養細胞ならびに乳腺細胞など広い範囲の発達段階のドナー核が用いられており、そ
れぞれの場合において産子が生産されている［1－5｝。しかし、現時点で、核移
植によって多数のクローン動物が生産された例は、ドナーに桑実期以前の割球核を
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用いた場合に限られる［2］。このため、現時点で核移植のための細胞核の凍結保
存を考える場合、ドナーには初期胚割球核を用いることが適当であると考えられる。
　牛初期胚の割球を凍結保存することができれば、これらをドナーとして用いてい
る核移植の研究を容易にすることができる。これまでに著者［6］とWesthusin　et
a1．［7］は、子宮から採取した胚を凍結保存後にドナー核として使用している。
しかし、体外で生産された胚を胚の発生初期段階で凍結保存した後に核移植に用い
た報告はない。
　ウシ桑実胚および胚盤胞の凍結保存は、今や実用技術として確立された感がある
［総説7，8］。しかし、牛初期胚の低温感受性はより後期の胚すなわち、桑実胚
や胚盤胞に比して高いことが認められている［10，11］。また、体外培養や分
割等人為的な操作が加えられた胚もまた、生体回収胚に比べて低温感受性が高いこ
とが報じられてる［12－14］。このため、これらの胚の凍結保存の利用は制限
されている。
　最近、Nagashima　et　al．［15］は、低温感受性が極めて高いブタ初期胚から遠
心分離と顕微操作を用いて脂質を除去することによって、それらの凍結保存を可能
にしうることを示した。牛胚においてもまた、低温感受性の高い胚の初期発生段階
には大量の脂質が見られ［16］、この脂肪含量が減少する胚盤胞期に低温感受性
が消失する［11，12］。これらのことから、牛の発生初期段階の胚から脂質を
除去することによって、これらの耐凍性を高めうる可能性が考えられる。そこで本
研究では、体外成熟／体外受精／体外培養によって作られた牛初期胚から脂質を除
去し、それらの凍結保存が可能かどうかを調べた。また、本研究の最終目的である、
脂質除去胚由来の8－16細胞期胚の核を、凍結保存後に核移植に使用できる可能
性を調べた。核移植への利用の璋否の指標として、核移植の効率を決定するふたっ
のパラメーター、すなわち、ドナー割球とレシピエント細胞質の融合率および作出
された核移植胚の発生率を調べ年。
［方法］
1．体外受精由来8－16細胞期胚の作出
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　体外受精胚作出方法（卵巣からの卵の採取、体外受精ならびに体外発生培養）は
6章の方法に従った。すなわち、卵巣表面にある小卵胞から、未成熟卵一卵丘細胞
複合体を吸引採取後、5％非働化子牛血清を含むTCM199にて22時間成熟培
養した。ついで、これらの卵を体外受精に供した後、24時間培養して得られる1
細胞期胚を以下の実験に用いた。
2．体外受精胚からの細胞質内脂肪穎粒（脂質）の除去
　ブタ胚の脂質を極在化する条件［15］に従って遠心分離を行ったが、ウシでは
同様の遠心分離条件では効率よく脂肪除去が実施できなかった。そこで、牛体外受
精胚からの遠心分離による脂質の極在化処置の条件設定を行った。すなわち、牛の
脂質の極在化処置に適当なサイトカラシンB（CB）による前培養の有無と遠心力
を調ぺた。1細胞期胚を7．5μ9／m1のCBを含むPB1にて0または10分
間前培養を行った後、6000xgまたは12000xgで10分間遠心分離を
行った。
　極在化された脂質の除去操作はNagashima　et　al．［15］の方法に従った。すな
わち、顕微鏡下でマイクロマニピュレータに接続された直径35μmの先鋭ピペッ
トにて極在化した脂質を除去した（Hg．8－1）。脂質極在胚はCB存在下で遠心分
離を行ったが、脂質の除去操作は実施しなかった。脂質除去胚、脂質極在胚ならび
に非処置胚を7日間培養し、胚盤胞への発生能を調べた。
3．脂質除去胚の凍結保存
　脂質除去胚と脂質極在胚は培養液で24時間培養後、8－16細胞期胚に発達し
たものを凍結保存に供した。非処置胚は体外受精後48時間の培養により8－16
細胞期胚に発達したものを同様に凍結保存した。著者の体外受精方法では体外受精
後30時間で2細胞期胚に、4B時間で8－16細胞期胚に発達する。5％非働化
胎児血清と添加したTCM－199にて体外受精胚を共培養すると初期発生はこの
ように速やかに進行することが認められている［17，18］。しかし、この共培
養方法によって作出された胚盤胞は移植試験により正常な産子に発生することが報
じられている。
　胚は室温下で1．5Mの1，2一プロパンダイオール（PROH）に15分間浸
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漬後、0．1Mのシュークロースを含む1．5MのPROHと共に0．25m1の
プラスチックストロー内に封入された。次いで、－6．5℃に保持された凍結装置
（ET－1，　FHK）のメタノール槽に2分間保持後、液体窒素で冷却されたピンセットを
用いて植氷を行った。8分間同温度にストローのカラム全体が植氷されるまで保持
後、－30℃まで一〇．3℃／minの速度で冷却した。緩慢に凍結されたこれら
のストローを液体窒素中に直接浸漬して、3日一90日間液体窒素中で保存した。
胚の融解は核移植を行う1日前に行い、ストローを液体窒素から空気中に10秒間
保持後、30℃の微温湯中で10秒間保持する事により行った。胚をストローから
取り出した後、0．2Mのシュークロースを含む1MのPROHに5分間、
0．2Mのシュークロースを含む0．5MのPROHに5分間、0．2Mのシュー
クロースを含むm－PBSに5分間そして最後にm　一・　PBSに10分間順次浸漬し
ながら洗浄することにより耐凍剤を除去した。なお、耐凍剤や希釈液を作成する基
礎培地には20％胎児血清を含むPBS（m－PBS）を用いた。
　凍結後の胚の生存性は体外培養液にて6日間培養し、その発達によって判定した。
凍結融解胚から発達した胚盤胞を空気乾燥法（2章）を用いて固定した後、ギムザ
染色によってその細胞数を計測した。
4．凍結融解された脂質除去胚の核移植
　凍結融解された胚は24時間培養後、6章の方法に従って単一割球とし、核移植
のドナーに用いた。レシピエント卵は7章1節の方法に従って実施し、体外成熱後
20時間で体外成熟卵に付着した卵丘細胞の除去、形態判定による成熟卵の選別お
よび卵に含まれる染色体の除去操作を行った。っいで、体外成熟後22時間で7％
エタノールを含む培養液に7分間浸漬して卵を活性化した後、体外培養液で希釈さ
れた5μ9／m1のシクロヘキシミドで6時間培養された。すなわち、本活性化処
理により成熟直後の卵細胞質を高率に活性化でき、しかも従来の過令卵細胞質を用
いた核移植胚の発生率よりも高い発生率が得られることが既に著者らの実験［20］
で認められている。このことから、本活性化条件を今回の核移植法として採用した。
上述した方法で作出されたドナ〒割球をレシピエント卵の囲卵腔内に1個づっ注入
後、7章1節の方法に従って電気的に融合を行い、核移植胚を作出した。
　作出された核移植胚は5％非働化胎児血清加’rCM199にて単層に播種された
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卵丘細胞と8日間共培養しその発生を調べた。
［結果］
1．遠心分離による脂質の極在化
　Table　8－・1に示すとおり、　CBによる前培養を同一条件にした場合、
12000xgでの遠心分離によって、6000xgの時よりもより高率に脂質の
極在化が起こった（CB処置無し：16％　VS．　38％，　CB処置有り：
36％　VS．　54％，　P＜0．05）。また、遠心力が同一条件の場合はC
Bによる前培養の実施により、脂質が極在化される率は有意に増加した
（6000xg：16％　VS．　36％，　　12000xg：38％　VS．
54％，　P＜0．05）。すなわち、前培養を行い、かっ12000xgでの遠
心分離によって、最も効率よく脂質の極在化が達成された。しかし、極在化の効率
をさらに高めることを目的として遠心分離時間を15分に延長した結果、有意に多
くの胚（77％，　P＜0．01）において脂質が極在化したため、以下の実験に
は本条件を採用した。
2．脂質除去胚の体外での発達
　Table　8－2に示すとおり、脂質除去胚や脂質極在胚の発生は非処置胚の発生と同等
であり、それぞれ6時間で2細胞期胚24時間で8－16細胞期胚（Fig．8－2）、7
日で胚盤胞に発達した（脂質の極在処置を0時間とする）。これに対して、126
個の脂質除去胚を7日間体外培養したところ、20個（16％）が胚盤胞に発達し
た。この発生率は脂質極在化卵や非処置胚の発生率と有意な差を認めなかった
（35／176，20％；15／118，13％）。作出された胚盤胞の細胞数は
対照となる胚盤胞の細胞数と同等であった（90±15　vs．105±34）。
脂質極在化胚から発生した胚盤胆の細胞数（60±13）は他の2区のそれに比し
有意（P＜0．01）に少なかった。
3．凍結融解後の脂質除去胚の隼存性
脂質の構成が異なる3種類の胚を凍結融解した後の培養結果をTable　8－3に示す。
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凍結融解された53個の脂質除去胚では21個（40％）が凍結前の形態を維持し
ており、このうちの12個（23％）が培養6日で胚盤胞に発達した。これに対し
て、非処置胚および脂質極在胚では、凍結前の形態を保っている胚の割合は14％
および14％であった。これらは、脂質除去胚に比べて有意（P＜0．01）に低
かった。ごく少数ではあるが凍結融解された非処置胚（2／43）や脂質極在胚
（5／59）から胚盤胞が得られた。しかし、これらの発生率は凍結融解後の脂質
除去胚のそれに比して有意に低かった（P＜0．05＞。凍結融解された脂質除去胚
から発達した胚盤胞の平均細胞数は62±24個であり、これは脂質極在胚の細胞
数（48±18）と同等であった。
4．凍結融解された細胞質内脂肪穎粒除去胚をドナーとした核移植
　Table　8－4に示すとおり、凍結融解された脂質除去胚から1胚当たり平均6．5±
4．3個の割球が単離された。これは凍結も脂質除去も共に行われなかった胚から
得られる単誰割球数（14．0±1．4）に比べて有意に少なかった（57／80
vs．93／104，　P＜0．01）。しかしながら、核移植胚の胚盤胞への発生
率は両区に差を認めなかった（9／53vs．23／93，P＞0．05）。
［考察］
脂質除去胚の凍結保存
　本研究の結果から、牛体外受精胚からの細胞内脂質の除去によって、本来低温感
受性の高い8－16細胞期における胚の凍結保存が可能となり、この胚割球は核移
植のドナーとして使用可能であることが示された。Deiz　et．　al．［21ユもまた、
脂質が除去された1細胞期胚か弔発達した胚盤胞の耐凍性が、体外培養によって生
産された胚の耐凍性をより向上させたことを報じている。従って、牛体外受精胚か
らの脂質の除去は体外受精や人為的な操作を加えた胚の支障となっていた凍結保存
の制限を回避する1つの手技になるものと考えられる。
　体外受精によって作出されたウシ胚の耐凍性は、一般に生体から採取された胚に
比べて低いことが知られている［11－13ユ。Leibo　and　Luskutoff［12］は、
牛IVM／IVF胚は、細胞質の色が黒ずんでおり、体内から採取された胚に比べ
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て比重が軽いことを報じた。これらの特徴は、体外受精によって作出された細胞質
内に多くの脂肪穎粒が含まれており、生体回収胚の組成と異なっていることを示唆
している。このため、牛体外受精胚にみられるこれら脂質の質と量の変化が耐凍性
の低い原因の1っと考えられる。
　長い培養のために生じる胚の構成脂質の変化は、膜の流動性や透過性を変化させ、
その結果、胚の浸透圧に対する抵抗性が低下することが知られている［22］。特
に、凍結融解の過程で胚は浸透圧の変化にさらされるので、浸透圧に対する抵抗性
の低下は、胚の耐凍性に決定的な影響を及ぼすであろう。
　胚の培養による脂質の変化（おそらく、これは適当とは言い切れない培養条件に
起因する過酸化物の生成によってもたらされる）は、膜脂質だけでなく細胞質内脂
肪穎粒をも標的として生じる可能性がある［23｝。体外受精胚からの細胞内脂質
の除去は、おそらく過酸化物の標的の除去を意味し、それによって胚は過剰酸化に
よって引き起こされる連鎖反応から保護され、最終的に耐凍性の向上につながった
と解釈される。
　本研究では脂質を除去された牛体外受精胚が体外で胚盤胞に発達することが確認
された。脂質除去胚の胚盤胞への発生率および胚盤胞に至るまでの日数は、非処置
胚の胚盤胞に至るまでのB数との間に有意な差を認めなかった。また、Deiz　et．
al．［21］は牛脂質除去胚から発達した胚盤胞の移植によって産子を得ている。
Nagashima　et．　a｝．［24ユはブタ脂質除去胚が体外で胚盤胞に発生し、さらに移植
後に正常な個体に発達することを示した。
　胚の脂質は細胞の栄養源、構成物質および代謝産物として重要な要素である
［16］。しかしながら、ブタ胚だけでなく牛胚においても、脂質が初期の胚発生
に必須でないことを示唆する結果が得られたことは、多くの哺乳動物胚が持っ脂質
の存在の意義に対する新たな疑問を投げかける。
　脂質極在化のための遠心分離条件は生体から回収されたブタ胚に対して用いられ
た条件を基準に決定された［15］。顕微操作によって胚を損傷することなく脂質
を除くためには、極在化された脂質が細胞質と完全に分離していることが磨要な条
件である。ブタ胚の脂質は、CBの前培養の設定を行わずに遠心分離しても充分に
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極在化されたが、牛体外受精胚の場合には、前培養を行う必要があった。加えて脂
質が極在化される効率はブタよりも低い傾向を示した。このため、脂質除去胚の凍
結実験には細胞内脂質の極在化を一層確実にするため、15分の前培養が必要であ
った。脂質の極在化の難しさが牛とブタの種差の違いによるものなのか或いは体外
成熟培養による脂質の比重の変化によるものなのかを今回明らかにすることはでき
なかった。
凍結融解胚割球の核移植
　脂質を除去しなかった体外受精胚や脂質極在胚からでも、僅かではあるが凍結融
解後の生存性が得られた。しかし、割球の分離や囲卵腔内への割球の注入および細
胞融合の際に割球が破壊するものが多く認められたため、これらはドナー割球とし
て不適当と判断された。
　これに対し、脂質除去胚割球は核移植に使用できることが示された。しかし、脂
質除去胚から割球を分離したり、それらを電気融合する際、それらの細胞が破壊す
る頻度は、対照となる非凍結の非処置胚の頻度より高かった。割球の分離や電気融
合の際、体外受精由来の胚割球の破壊する割合は生体回収由来の胚割球に比して高
いことが6章で確認されている。一方、Nagashima　et．　al．［25｝は、ブタ生体回
収由来の脂質除去8－16細胞期胚を凍結融解した後、核移植のドナーとして用い
ている。この結果、彼らは割球の分離や電気融合は非凍結の非処置胚を用いる場合
と同等に効率よく行えることを認めている。このことから、おそらく、割球が破壊
し易かったのは、用いられた胚が体外受精由来であることが原因と思われる。
　体外受精による胚生産およびその凍結保存は、危機に瀕する野生動物種の遺伝子
の保存のためにも重要な役割を担うと期待されている［総説26，27］。事実、
johnston　et　al．［28］は死亡したgaur（Bos　gurus）の卵巣から採取された卵胞卵
を家畜で開発された体外受精方法を用いて胚を生産することに成功している。しか
し、野生動物胚の凍結保存法の開発は、実験材料の入手が希少であるため、至的な
耐凍剤や凍結速度の選定等で困難を極めている・野生動物のうち、多くの有蹄類や
肉食類動物の胚は多くの脂質を奮するという牛初期胚やブタに類似した特徴を持っ
［29－31｝。本研究の結果から、牛初期胚においても、ブタにおけると同様に、
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細胞内脂質含量の高さが胚の低温感受性に関係していることが示された。これらの
ことから、脂質の除去は野生動物胚の凍結保存法としても有望であると推察される。
［結論｝
　牛体外受精胚から顕微操作を用いて細胞質内脂肪穎粒を除去することによって、
胚の耐凍性を高めることが可能であり、本来低温感受性の高い初期胚の凍結保存が
可能となった。また、牛体外受精由来の凍結胚割球は核移植のドナーとしての利用
が可能であることが明かとなった。
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Fig．8－1．　Removal　of　cyヒoplasmi　c　lipid　droplets　f　rom　a　bovine　IW／IVF　embryo　by
mi　cromani　pu1　ation．　a）　A　zygote　with　pol　arized　layer　of　l　i　pid　droplets　after
centrifugation　wうth　7．5μg／ml　CB　at　12，000　xg　for　15　min．　b－d）Aspiration　of
the　polarized　lipid　droplets　by　micr（⊃mmipulation　using　a　suction　and　a　holding
pi　pette．　Bar＝100μm．
・一 ^8c6　一
のFig．8－2．　Delipated　（a），　sham－operated　（b）　and　i　ntact　cont　rol　（c）　bovine　IVM／IVF
embryos　before　cryoprese　rvation　at　8－16　cel　l　stage・Sham－operated　embryos’
consi　st　of　partial　l　y　delipa七ed　bl　astomeres　and　blastomeres　wi　th　high　l　i　pid
content．　Photog　raphs　were　taken　24　h　after　t　reatment．　Barニ100μm．
｛〃／一
Table　8－1．Polarization　of　cytoplasmic　lipid　droplets　in　bOvi　ne
IVM／IVF　zygotes　after　cent　ri　fugation．
No．　of　emb　ryos‡翠累
CB　t　reatmen七￥　　Centrifugal　force￥翠
　　　　　　　　（min）　　　　　　x　g　（x103） cent　rifuged　　pOlari　zed（％）
???????? ???????????
???
????? ??????????（16）c
（36＞b
（38）b
（54）a
a・b・c・a@vs．　b，　b　vs．　c，　P　く0．05；　a　vs．　c　p　〈0．001．
4Denote　preincubation　time　with　7．5μg／ml　cytochalasin　B．
￥xCentrifuged　in　the了．5　pt　g／ml　CB　for　10　min．
￥￥＊Th　ree　expe　rでments　were　repeated　i　n　each　gr〔刈p．
一／72一
Table　8－2．　In　vitro　development　of　bovine　delipated　IV秦4／IVF　embryos．
Embryos
No．　of
embryos
oulturedX
No．　of　enbryos　develoPed　to
2－ce11 8－cel　1Blastocyst
　　　　　　C ll　number
　　　　in　　bl　ast㏄ysts
（％）：　　（mean±SD）
intact　control
shant－ope　rated
　　del　i　pated
176
118
126
130
64
80
（74）ag5
（54）b39
（63）ab　48
（54）c
（33）d
（38）d
????? ??（20）
（13）
《16）
105±34c
60±13d
90±15c
己・b・c・dValues　蝉ith　different　superscri　pt　wi　thin　columns　differ　significantly．
avs．bp〈0．001；cvs．dp〈0．01覧
翠Six　expe　riments　wer「e　repeated　irl　each　g　rouP・
’183　一
Table　8－3．　Su　rvうval　of　bovine　delipated　IVM／IVF　embryos　afte　r　cryopreservation．
No，　of　embryos：
Embryosfrozen－thawedimai　ntai　ning
　pref　reeze
rnorpbOIogy
devel　oped　to
　blast㏄yst
　　　　stage＊
　　　　　Ce「11　nu厭b∋r　in
　 blast㏄ysts　（range）
（mean±SD）　（MAX，MIN）
intact　control
sham－ope　rated
　　del　i　pated
????」?【」【」 6（14％）b
8（14％）b
21（40m）a
2（5％）d
5（鮒d
12　（23％）c
　　　　一　　　　　　　（84，　73）
48．2±17．9　　｛68，　21）
62．2±23．7　　（105，35）
a・b・c・dValues　with　different　superscript　wi　thi　n　oolums　differ　significantly．
a　vs，　b　P　〈0、01；　c　vs．　d　P　＜0．05．
累Th「ee　experiments　were　repeated　in　each　group．
一1B4　一
Table　8－4．　In　vitro　developtnent　of　nucleus　transfer　（NT）　embryGs　reconstituted
wi七h　frozemthawed　bl　astome　res　isol　a七ed　from　del　i　pated　IVM／IVF　embryos．
　Donor　　　　　　No．　of
emb　ryos　d㎝o　r
　　　　　　　　　　embryos￥
　　No．　of
bl　astome　res
isolated
（mean±SD）
　　Fusion
　　rate　of
blastomeres
　　　　　　　　（％）
No．　of
　　NT
embryos
cultured
　　No．　of　e展めryos
developed　to　（％）：
2－cel1　8－ce　l　l　Bl　astocyst
unf　rozen，
undel　i　pated
8 　　　　112
（14．0±1．4）a
93／104
（89）a
93 ????（ ?）?【」?」??（ ?）? ??? ??（
frozen，
del　i　pated
20 　　　129
（6．5±4．3）a
5了／80
（71）己
57 ?）? ??」 ???（ ?）?【」? ??（ ?）? ???（
己P〈0．Ol．
xThree　experiments　werere　peated　i　n　each　g　roup．
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第8章　牛核移植胚の効率的作出方法に関する研究
第2節　ドナー核および作出された核移植胚の性判別ならびに
　　　　性判別胚の移植試験
［要約ユ
本章では、ドナー核または群をなす核移植胚から性を判別することによって、そ
れと一卵性をなす核移植胚の性予知を試みた。
　体外受精後5日目の胚を切断して得られる1方の分＄e胚　10個からPCR法によ
り4個の雄と5個の雌の性を判定した。残る半分の分割胚の割球は性が決定されて
から核移植に供試され、合計117偲の割球から89個（76．1・％）の性判別核
移植胚を作出した。これらの12個（13．5％）の胚が8日間の体外培養により
胚盤胞に発達した。また、一卵性をなす16組のクローン胚の中で形態が劣化した
胚をPCR法または染色体検査に供したところ、16／2Q個（80％）と
22／62個（35％）で性が判定され、16組全ての性が判定された。これらの
ことは、PCR法を用いれば核移植に供する前にドナー核の性が予知できること、
ならびに7－8日目の変性胚のから受卵牛に移植する蔚までに核移植胚の牲予知が
行えることを示すものである。
　性予知された核移植胚11SUを11頭の受卵牛の黄体側子宮角にそれぞれ
1－3個つつ移植した。その結果、5頭が受胎し、そのうちの1頭は妊娠210日
で流産したが、残る4頭から予知した性と同じ産子が得られた。この内の3頭は形
態的に正常であったが、1頭の産子は分娩時体重が56kgであり巨大児と判断さ
れた。この核移植歴の受胎後の発生能には問題を残すが、性判別技街は核移植技徳
に組み入れることが可能であり、核移植技術の効率化を図る上で有益な手段となる
と考えられる。
［緒言］
6章並びに7章で実施した核峰植法の改良により・1個のドナー胚から複数
（3個以上）の一卵性をなす胚撃胞が作出出来るようになった・nt方・第4章で示
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したとおり、PCR（poryt肥lase　chain　reaction＞法を利用することにより極めて
少量の割球からでも胚の性が短時間にしかも正確に判定できる技術が開発されてい
る［1］。このPCR法を核移植に組み入れることが出来れば、ドナー胚割球から
核移植を行う前までにその遺伝能力（性など）を予知する可能性が考えられる。ま
た、作出された一卵性をなすクローン胚の中には発達途中で変性・退行する胚も産
出することから［2，3］、これらの胚から性を判定することによって、クローン
胚を移植する前に胚の性を予知することが可能となる。このように、核移植技術に
性判別技術を組み入れれば核移植胚に性の付加価値が付けられるので、核移植の生
産効率をこれまで以上に高めることになる。
　そこで本章では、ドナー核や核移植胚の性判別を行うことにより、一卵性をなす
核移植胚の性判別を行い、性判別された核移植胚の移植試験を実施した。また、
6章から本章までで実施した核移植胚の移植成績を集計すると共に、作出された産
子の正常性やその後の発育についても調査した。
［方法］
　核移植胚の性判別を行う手順と、これにともなう日程表をSg．8－3に示す。本手
法は核移植を実施する前迄に、ドナー核の性を判定する手順（実験1）と、核移植
胚を受卵牛に移植する前までに、変性・退行した胚から移植胚の性を講べる手順
（実験2）について示したものである。
1．ドナー割球とその性判別
　ドナー一胚には6章の方法に従って作出された体外受精胚を用いた。PCR法によ
ってドナー核の性を確実に判定し、かつ核移植に供用するドナー割球数を確保する
ために必要となる細胞数を講べ牽ため、herr　aRd　Reed［4］の方法に従って割球
1個と5個からなる標本からDNAを抽出し、　Iwaya　et　a1，［5］の性判別成功率
を調べた。
　上記実験結果を参考にして、体外受精後108－114時間昌のドナー胚を2章
の方法に従って・核移植用の細寧塊と性判別用の細胞塊とに分割した。性判別用の
細胞塊は4章のPCR法に従って性料別を実施し、核移植を行う体外受精後126
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時間［3ユまでにその性を上記方法に従って決定した。
2．核移植
　7章i節の方法に従7て、体外成熟卵に付着した卵丘細胞の除去、形態判定によ
る成熟卵の選別、および卵に含まれる染色体の除去後［2］、体外成熟後24時間
で7％エタノールを含む培養液に7分間浸漬して卵を活性化した［6｝。次いで、
5μ9／m、のシクロヘキシミド液中で6時間培養されたレシピエントの囲卵腔内
に、性予知ドナー胚の単離割球を1個づっ注入した［7］。
　各時期のレシピエント卵と割球との融合は第7章2節の方法に従って実施した。
また、生体から5－6日昼に回収した胚や、体外受精後126時悶の胚から得られ
た割球も同様に核移植に供試し、作出された核移植後7－8日目の胚の性を調べる
（実験2）のに用いた。作出された核移植胚は5％非働・化子牛虚清加TCMI99
にて単層に播種された卵丘細胞と9日間共培養した［8］。胚が卵丘細胞層に粘着
するのを避ける［9｝ため、8－12時間おきに胚を卵丘細胞から剥離させた。融
合日を1日として3日目で2細胞期以上への分割率を、7－9日目に胚盤胞への発
達状況を調べた。
3．核移植胚の性判別
　核移植後7－8日目（；受卵牛に移植する1B前〉の胚をその変性細胞の量を指
標にして3等級（正常胚：normal　blastocyst　for　embryo　transfer，一部変性胚：
partical　degenerated　blastocyst，および退行胚：e曲ryo　showing　regression＞
に分類した。そして、正常胚は椎が予知されるまで培養が継続され、一部変性胚お
よび退行胚は染色体検査またはPCRに供し、その胚の性を講べた。
4．性判別核移植胚の受卵牛への移植ならびに性の観察
　間接的に性が判定された胚盤膨を発情同期化（±1）された受胚牛の黄体側子宮
角に1もしくは2個づっ頸管経由法を用いて移植した。妊娠鑑定は移植後40日以
降でスキャニングスコープ（ア甲力社）を用いて行い、その後産子への発達、産子
の性ならびに牛のその後の正常性について調べた。
　また、移植できなかった核移槙胚は上記方法を用いてその性を調べた。
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5．統計処理
　細胞数の比較や分裂指数の検定は七検定を用い、そのほかの結果はx2検定によっ
て有意差を検定した。移植成績や、産子の正常性については例数が少なかったため、
検定は実施しなかった。
［結果］
実験1．性判別ドナー割球の作出とその核移植
　12個の体外受精胚の内、割球5個を用いた場合の性判別成功率は91％
（11個）であった。これに対し、割球1偲からなる標本の性判別成功率は58％
（7個）であり、前者に比して低い傾向を示した。ともに性が判定された7個の体
外受精胚の性は完全に一致していた。しかUながら、割球個々が単離しているため、
プ日ネースとDNaseにて割球を洗浄する際、割球の収集に手間取った。特に、
割球5個を標本にした場合、1－3個の割球の紛失がすべてに認められた。これに
対して、マイクロブレードを用いて胚を2等分する方法を用いた場合、細胞が遊離
するものが少なかったため、以下の標本の収集には分割法を思いた。そして、R視
的に割球数が少ない分割胚を性判別に供した。
　PCRにてドナー割球の性判定を実施した結果、10個の分割胚の内の4個が雄、
5個が雌と判定された。Table　8－5に示すとおり、　1れと対をなす分割胚の割球
（8－20個／分割胚〉を単離し、合計117個の割球一卵細胞質複合体を作出し
た。電気刺激によりこの内の89個（76％）が融合した。性判別核移植胚の体外
培養により、2日目で56個（63％）が2細胞期に12偲（14％）が培養8－
9日目で胚盤胞に発達した。
2．核移植胚を用いたクローン胚の性料別
　16個のドナー胚から合計386個の割球一卵細胞質複合体を作出した。電気刺
激によりこの内の344偲（89％）が融合した。性聡財核移植騒の体外培養によ
り、2日目で302個（88％）が2細胞期に、69個（20％）が培養7－9日
で胚盤胞に発達した。
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　作出された核移植胚の性判別綿果をTab｝e　8－6に示す。核移植後7－8日目の退行
胚1－2個をPCR法を用いて性判別を行ったところ、16／20（80％）で性
が判定され、16個のドナー胚由来核移植胚の性を全て予知した。これに封して、
変性胚および退行胚2－4個を染色体検査を用いて性判別を行ったところ、
18／31（P〈O．05）ならびに4／3i〈P＜0．01）で性が判定された。
しかし、これらの性判別成功率は正常胚の性判別成功率（15／16）に比し有意
に低かった。同一のドナー－waから得られた核移植胚の性は、　PCR法と染色体検査
結果で完全に一一致した（16／16）。
3．性判別核移植胚の移植成績並びに移植胚や産子の性
　間接的に性が予知された核移植胚の移植成績をTable　8－7に示す。性判別ドナー胚
から作出された胚盤胞8個を3頭の受卵牛に2－3個つつ移植したと4ろ、2頭が
妊娠し、その内の1頭は予知した性と同じ正常な産子を分娩した。しかし、もう1
頭は妊娠75Hで流産した。一卵性をなす退行した胚盤胞から間接的に性を判定し
た胚盤胞13個を8頭の受卵牛に1－2個つつ移植したところ、5頭が妊娠し、ζ
の内の3頭から予知した性と同じ性の産子を分娩した（Fig．8－4》。
　Table　8－8に示すとおり、6章から本章までに実施された核移植胚の移植試験では、
総計47個の核移植胚を26頭の受卵牛に1－4個づっ移植して、妊娠50日の胎
膜触診により13頭（50％）の受胎を確認した。そして、この内の8頭が分娩し、
うち7頭からドナー核の形質を有する正常な産子を得た。しかし、2頭（15％）
の受卵牛で1－2個の胎膜を確認していたが、妊娠50－90日で胎膜の成長が停
止し、以降退行・消失した。また、妊振90H一分嫉前までに3頭（23％）が流
早産した。分娩した8頭の内の7頭の産子の体重は25－45kgと、黒毛和種や
ホルスタイン種の性時体重の正常優内に含まれていたが、今回の実験で移植された
No．7の受卵牛から56kgの雄産子が生産され、巨大児と判定された。分娩直
後は生存していたが、母子とも金娩後間もなく死亡した。
　Fig．8－4とFig，6－3の2頭を日本飼養標準［10］に従って場内で飼養し、その
発育状況を講べた。Fig．8－4のホルスタイン雌産子は生後1カ月で62kgになり、
以降12カ月で317kg、14カ月（人工授精時）で339kg、18カ月で
383kgへと増加した。この発育値はこの時期仁導入された13頭の育成牛の発
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育値（生後1カ月，63±9kg；12カ月303±26kg；14カ月，
331±37kg、18カ月で399±32kg）の範囲内であった。また、体高、
胸囲、腰角幅等の発育健も同時期の育成牛の値と大きな違いは認められなかった。
本牛は24カ月令で健康な雄産子を分娩した。泌乳成績は305日2回（9時と
4時の不等間隔）搾乳で7551kg、平均乳脂率（量）4．2％（317kg）、
平均無脂乳固形分率（量）8．99％（671kg）であった。本牛の特質はド
ナー核の作出のために体外受精に供試した雄牛の体型資質（片の付き、肋の張り、
尻の形状）ならびに後代検定結果に類似（乳量7678kg、平均乳脂量
292kg）しており、泌乳能力に優れた特質を有していた。
　Fig．6－3の黒毛和種雄子牛は12カ月間育成の後、電気射精法にて精液を採取し
た。この精液を凍結保存後体外受精に供したところ胚盤睡が得られたことから、正
常な繁殖能力を有すると判定された。本牛を14カ月で去勢した後肥育に供した。
その結果、31カ月令で体重790kg体高132・6cm　Cζ発育した。本牛は但
馬血流75％の和牛初期胚核とホルスタイン卵細胞質から作出された胚由来の牛で
あったが、体型、毛色ともにホルスタインの特徴は認められなかった。左半丸枝肉
の第6一第7肋骨間の脂肪交雑はA－4と判定された（Fig・8－5）。この枝肉成績は・
ドナー核の作出のために交配された黒毛秘種雄牛の枝肉成績に類似していた。
［考察］
核移植胚の性判別一
　核移植を用いれば↑個の牛桑実胚から國一這伝形質を保有する複数の胚が作出で
きる。しかし、多くの核移植胚は培養中に変性あるいは退行する［2・3］。本実
験では、これまで利用儘健がなかった変性胚から性を甥定することにより・同一ド
ナー胚から作出された核移植胚の性を移植前に予知することに利用できることを認
めた。また、性予知された核移植胚の移植により産子を得るζとにも成功した。こ
のことは、本来廃棄されるべき胚からでも有用な情報を入手することに利用できる
ことを示している。また、本方溝にて移植胚の燵判別を行えば・移植に屠いる胚の
発生能に傷害を与えることなく有用な情報を入手できるので、3－5章で行った胚
の分魁法による性糾別に比較して利拝瓶値は高いと考えられる。
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　移植に供せなかった正常な胚盤胞の性戦粉成功率が88％であったのに対し、変
性および退行した胚の性判別成功率はそれぞれ58％および13％と低い結果と示
した。これは、染色体検査が、胚の発生能力［11ユや紐胞の分裂能力［12｝に
依存して実施されているために起こる結果であろう。これに対して、PCR法は理
論上は割球斗偶からでも性料定を行うことが可能であり［1，4，5｝、今回の結
果からは5個の割球を用いればほぼ確実に性判別が実施できた。従ってPCR法は
限られた割球数や生存性が低下した胚の性判別に特に適していると考えられる。ま
た、PCR法による核移植胚の性判別は染色体検査法に代わる性予知法として実用
的かつ有益な手段であると考えられる。
性判定ドナー核の核移植について
　本実験ではまた、ドナー核の性糊定が核移植に供試されるまでに実旛できる可能
性を認めた。そして、この性判別されたドナー核を核移植に用いることにより、性
予知胚盤胞を作出し、受卵牛への移植によって産子の獲鶴にも成功した。しかし、
今回の発生率は7章2節で実施した核移植胚の発生率や、今回の性判別を実施しな
かったドナー核由来の核移植胚の発生率と比較して低率であった。核移植胚の発生
率はドナー核の細胞周期の影響を受けることが多数報じられている［13－15］。
そこで、今回の実験ではドナー核の紐胞周期がG－S期に集中しやすい体外受績後
126時間目の胚を実験に供試した。しかし、一方で分割操作が胚の分割速度を一
時的に遅延させたり、胚に障害を与える可能性も示唆されている［12ユ。また、
体外受精胚は発生の初期の段階で高い低温感受性を有し、分割時等の室温操作が胚
の発生能に対して悪影響を与えることも報bられているEi6］。これらのことが
ドナー割球の分割後の細胞周期及び細胞の正常性に対し影響を与えた可能性も示唆
されるため、割球の採取方法やその後の胚の培養条件の検討がさらに必要と考えら
れる。
継代核移植の利用について
　最近、核移植された胚を再度核移植のドナーとして利用する継代核移植
（Repeated　cycles　of　nucleus　transfer）が開発された［17］。また・彼らは継
代核移植法で得られた胚盤胞か弔子牛を生産している。今回のドナー割球を性靱別・
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に利用すればドナー割球の半数がPCRに用いられるため、核移植を用いて多数の
クローン胚を作出していくには継代核移植法の導入が必要になろう。著者ら［6］
は性判別されたドナー核を思いて1世代目で3－4個の胚盤胞を作出し、2世代目
から1－3個の胚盤胞を作出する事に成功した。また、高野ら｛18］は、合計3
世代の核移植を実施することにより、30個のク日一ン胚を作出する事に成功して
いる。このことから、継代核移植法を用いて胚の複製を行えば、遺伝的に同一のク
日一ン個体を大量に生産できる可能性が示唆される。従って、この継代核移植の生
産系にドナー胚の性判別を組み込むことにより、核移植技術の効率化が一層図られ
ると考えられる。
移植した核移植胚の受胎率
　本研究の核移植胚の移植試験ではクS一ン産子の作出はできなかったが、複数の
正常な形態をなす一卵性の胚盤胞を多数作出する事に成功した。また、本研究結果
示した核移植方法によって、複数のク日一ン産子を得たことが青野ら［15］と高
野ら［18］によって報じられている。このことから、今回の一連の研究で開発さ
れた核移植法は、ク巳一ン牛を作出する方法になり得ると考えられる。
　しかし、核移植胚の移植試験では受胎後に流早産する割合が高いことが、牛
［19，20｝やヒッジ［21，22］で認められている。著者が実施した核移植
胚の移植試験においても、移植された受卵牛の約4割に流早産が認められた。この
受胎後の事故率は、これまで県内で実施しているホルスタイン新鱗胚ならびに凍結
胚の受胎後の分娩状況（398頭中、早期流産16頭，早産7頭および巨大産子の
生産1頭〉と比較して高い傾向にある。著者は第7章2節で核移植胚の体外発生能
を体外受精胚や生体回収胚の発生能と比較した。その結果、胚盤胞腔形成までの核
移植胚の形態と紐胞数は体外受精胚や生体回収胚のそれとほぼ購檬に進行するが、
胚盤胞腔拡張期の細胞数は他の2区に比べて少なかったことを認めている。胚の分
化が細胞数の増加に伴って行われない場合には、発生の途中で紐胞数の不足を来た
すことになるので、発育途中で胚死減が起こることも十分に想定できる。このこと
から、核移植胚の体外での発生能が他の方法で生産される胚の発生能に比較して低
いことも、受胎率が低く受胎後に流早産が起こる原因の1っではないかと考えられ
る。
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生産された産子の正常性
　核移植によって作出されたクローン産子の邊伝情報は互いに一致しているが、そ
の形質は必ずしも一致しておらず、分娩時の体重にはかなりのばらつきが認められ
ている［23ユ。また、核移植胚からは、巨大産子の作出例も認められており
［19，23－26〕、これらの結果が如何にして起こるのかを究明されつつある
［24－－26〕。当初、巨大産子の作出は核移植胚特有に起こる現象として考えら
れていた［19］。しかし最近になって、体外培養された胚や受胎早期にプロジェ
ステロンを投与された受卵牛から巨大産子の生産例が報じられてきた［24，26ユ。
Kruip　et　al．［26］は、未だ完全とは言い切れない体外培養系によって胚を培養
することにより、胚の代謝や遺伝子の発現が異なっていることを報じた。また、
Walker　et　al．［24］は、体外培養によって受けたこれらの遺伝子の発現や形態の
変化は、移植後の胚の癸育に対しても悪影響を与えることを示唆している。この様
に、核移植胚の移植結果で巨大産子が生産される原因は、核移植胚が長期間体外培
養に依存していることによるものではないかと推察されている。しかし、W料醗t
et　al．［22］はヒツジで、　Willadsen　et　al．［19］は牛で、核移植胚をヒツジ
卵管内培養しても巨大産子を生産していることから、この原因は核移柾に起因する
可能性を依然として残している。
　最近、発生が進んだ核の可逆性のメカ＝ズムや全龍性を持っ細胞に変化する初期
化の遇程の研究が遺伝子レベルで再検討され始められてきた［21，22］。また
核移植胚を用いて、体外培養中の遺伝子の発現が調査し始められている［27ユ。
正常な核移植産子のみを作出していくためには、これらの研究成果に基づいた核移
植方法の改良が待だれる。
　レシピヱント卵細胞質内には核外遺伝子をもつミトユンドワアが存在する。最近、
武田ら｛28］は、核移植で得うれた産子の組織中のミトコンドリアDNAを解析
したところ、その核外DNAはすべてレシピエント卵由来のDNAであったことを
報じた。ミトコンドリアはエネlpギー生産に関わる重要な細胞組織であり、その遺
伝情報は核外遺伝子によって子孫に伝搬されている〔29］。このため、核移植に
よって作られた新たな細胞環境tζよって・ヱネルギーの生成効率に違いが起こるの
か、家畜の生産性にも影響があるのか、紐胞の機能を維持していく上で核とミトユ
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ンドリアの相互関係に変化が認められるのかなどの知見も核移植技街を胚の複製技
術にしていく上で必要であると考えられる。
［結論］
　PCR法によるドナー核の性料別と核移植技衛を連動すれば、必要な性のみの核
移植胚を作出する事が出来るため、核移植技術の効率化を図る上で有益な手段とな
る可能性を秘めている。また、発達途中で退行した胚をPCR法を毘いて性判別す
ることによっても、胚を移植する前までにクローン胚の性を予知することが可能と
なる。
　核移植によって胚を複製していくことが可能であり、これは分割技衛より効率的
に実施し得る技術となる。しかし、核移植胚の産子への発生能は体外受精胚や生体
回収胚よりも低く、また、受胎後の早流産の割合や巨大産子の生産例が多く認めら
れることから、現時点での核移植の実用化はリスクを伴う。このため、核移植によ
るク［｝一ン牛の生産を実用的な生産手段にするには、さらに核の初期化のメ力ニズ
ムの解明や、体外培養法の詳細な知見の累積とそれに基づいた手法の改良を必要と
する。今回の一連の研究によって開発さ札た核移植方法は、これらの研究の検討方
法として有効な手段となり得ると考えられる。
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Table　8－5，　In　vitro　developrnent
transferred　（NT）　embryos．
of　sex－predicted　nucleus
No，　of　donor　　No．　of　de　rived
b1　astonie　res　　　　　NT　embryos
NT el吐）ryos　devel　opment　stage　to：
2－ce11 Blast㏄yst
117（9） 89（76） 56（63） 12（14）
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Table　8－6，　Success　ra七e　of　sexi㎎on　embryo　classification．
MethodEmb　ryo
classifi－
cation￥
??
???
?? 　　　No．　of
　　　with
metaphase
　　　　　No．　of
　　　　emb　ryos
（％》　　sexed　（％）
　　No．　of
　　．cel　l
（mean±SD》1
　　Mitotic
　　　lndex
1｛mean±SD）
degene　rate
regreSSlon
???? 22b（71）
gc（29）
18e（58）
4（13）
32±22b°
11±8e
9．4±10．5
4．9±13．9
PCR regreSSlon20 16（80）
noma1 16 15a（94） 14d（88） 7了±21a 了、5±6．0
翠Nomal　blastocysts（not　used　for　embryo　transfer），　embryos　showi　ng　parti　cal
degenera七ed　bl　astocysts　and　emb　ryos　showing　regressi　on．
ulMhen　these　3　types　of　embryos　鴨re　of　the　same　nuclear　origin，　the
ident　i　fied　sex　was　found　to　be　al　l　the　same．
abcdeValues　with　different　superscripts　differ　significantly　（a＞c　P　〈0．01，
b＞cP〈0．Ol，d＞eP〈0．05）．
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Tabl　e　8－7．　Result　of　n㎝一surgical　t　ransfer　to　recipi　ent
nucleus　t　ranfe　r　red　（NT）　embryos　with　sex　predi　cted．
cattle　 f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　No．of
Reci　pient　［㎞or　㎝bryos
　　No．　　　　　nuclei　　transfe　r　red　　SexDiagrK）sis
Sex　p　redi　cted　dono　r　bl　astome　re
1－Y　　　　　　vitro
2－C　　　　　　vitro
3－C　　　　　　vitro
2　　　male
3　　　female
3　　　femal　e
male　calf　born　day　292
retu　rned　to　est　rus　day　46
aborked　a　fetus　day　75
Sexi　ng　of　NT　embryos?????，????????????一? vitro
vitro
vitro
viVO
viVO
vivO
vitro
vitro
????female
fe揃ale
tnal　e
mal　e
fe胆1e
fepaale
male
mal　e
fe儲旧．1　e　cal　f　bGrn　day　2了7
femal　e　cal　f　born　bay　281
retur㎎d　to　est　rしにday　40
too　big　Tnal　e　cal　f　bo　rn　day　294
returned　to　estrus　day　46
aborted　a　f　etus　day　210
aborted　a　fetus　day　66
retumed　to　estrus　day　34
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Table　8－8．　Pregnancy　rate　of　nucleus　transfer　（NT）　embryos．
????ー?ーNT　embryos　t　ransfe　r　red　to
recipient　Cattle　used
reci　pient　cattl　e　pregnant
No．　of　prOducted　cal　ves
NO．　of　no　rmal　cal　ves
reci　pients
on　day＞50
　　　　　　　＞90
?????」? ? ?
（50）累
（17）料
（15）￥氷￥
累睡）．　of　pregnant　cattl　e　／　No．　of　recipient　cattle　used，
累翠No．　of　calves　／　No．　of　t　ransfee　red　NT　emb　ryos．
u＊No．　of　nomal　cal　ves／　No．　of　transfeered　NT　embryos．
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第9章　総括
　初期胚の移植技術を用いて優秀な牛を増産する事は可能となったが、GTHにょ
る採卵法では牛の個体差が大きく、またその効力自体にも限界がある。このため、
採取された胚を今よりも効率的に利用する方法の開発が求箪られている。
　自然界に認められる一卵性双子あるいは一卵性を成すクローン動物を無尽蔵に複
製できるようになれば、畜産物の品質の向上やコストの低減、さらには学術研究の
精度の向上や進展に対しても貢献できるのではないかと期待されている。また、一
卵性の胚の1つからその遺伝的な能力（例えば性別など）を調べれば、それに対応
する胚の能力が個体になる前に判定する事が可能になる。このように、クローン胚
を人為的に作出する技術を胚移植技術に導入することによって、その効率が高めら
れるのではないかと期待されている。
　哺乳動物において、2－4細胞期胚割球が単体で個体に発生すること（割球の全
能性）や、初期胚割球核が核移植によって個体に発生すること（核の全能性）が
Wi　l　ladsenのグループによって証明されて以来、この技術導入が家畜で行われるよう
になってきた。牛においてもWilladsen　et　al．やOzi1が分割技術を用いて
Bondioli　et　al．やWillasen　et　al，は核移植によって、それぞれでクローン牛を作
出することに成功している。しかし、これらの方法はいずれも材料の採取や作出さ
れた胚を発達させる過程で外科手術を要する点、クローン胚の作出に労力と経費を
要する点、顕微操作が複雑である点など、操作の簡易化が求められている。また、
kめustafa　et　al．，　Sigh　et　al，，Picard　et　al．および著者が行ってきた胚の性判別
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　麹，では33％－60％の胚の性判別ができることが報じられているが、性判別成功率
または性判別胚の生存性のどちらかが低くなるため、実用的な性判別の手段として
利用されるには至っていなかった。
　そこで本論文は、胚細胞の全能性を利用した胚の分割技術ならびに胚細胞核の全
能性を利用した核移植技術を用いて、牛胚を人為的に複製するための技術開発とそ
の技術を平準化することを目的に実施されたものである。
　第1章1節では、非外科的な採卵技術を簡易花するため、バルーン式子宮頸管拡
張器の開発と、多排卵処置に用いられるGTH製剤の雄較試験を行った。その結果・
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非外科的採卵に先立ってバルーン式子宮頸管拡張器を用いて頸管を拡張することに
より・採卵用バルーンカテーテルの通過を容易にし、採卵の際に起こる失技を低下
させることを認めた。また、子宮頸管を傷つけない採卵を可能とすることから、反
復的に採卵に供する牛の採卵方法として有効であることを認めている。
　GTHの比較試験では・性周期の8－14日目の供卵牛に24単位のFS卜！製剤
およびhMG製剤を3－4日間連続的に投与することによる多排卵処置方法によつ
て、従来の36単位のFSHを用いた方法と同等以上の正常胚数が回収できる
（5．5－6．6個／頭　VS．4．5個／頭，　P＞0．05）ことを明らかにし
た。しかしながら、GTHによる採卵は採卵回数や個体差等の影響を強く受けるこ
とから、採取した胚を複製する技術開発の必要性を再認識した。
　これまで、乗駕発情が確認できない酪農地帯では受卵牛の正確な発情発現日や性
殖器の善し悪しを判定できないため、胚移植の受胎率は低率であった。そこで2節
では、受卵牛の選定方法を開発することを目的に実施した。受卵牛の移植前日の直
腸検査所見から受卵牛を選定することにより、受胎率（57／82，70％》は人
工授精並の受胎率（60－65％）に改善された。舎飼いで繋養されている受卵牛
の外貌所見および直腸検査による発情卵胞とその排卵確認から発情日を推定した後、
移植を行うまでに最終的に黄体の検査を行うことにより、正常黄体を有する受卵牛
数および移植後の受胎率は163／184（89％）および124／176
（70％）に向上し、乗駕発情を観察した受胎率に匹敵する受胎率が得られること
を明らかにした。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　竜．　なお、これらの結果は2章以下の研究を効率よく進めるための基礎となるもので
ある。
　第2章では、胚細胞の全能性を用いて胚を複製するためにN胚に対して損傷を与
えにくい分割法を考案すること奪目的に実施した。この結果、胚細胞数が異なるこ
とによって分割胚の形態が異なうこと、分割に用いる器具によって作出される分割
胚の保有細胞数が異なること・潭明帯の還納処置の有無によって受卵牛に移植した
後の産子への発生能が異なることを認めた。これらの案験結果を基に透明帯を蛋白
酵素で脆弱化された胚を眼科用羊スを用いて分割後・透明帯内に還納する噂連の分
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割方法を考案した。本方法にて作出された分割胚を受卵牛に移植することにより、
7頭の双子を含む27頭の産子を得た。胚1個が2個に分割されることによって得
られる産子の生産効率（27頭／35胚，77％）は、非分割胚（対照区）のそれ
（54／128，42％）よりも有意（P＜O．01）に高かった。このことは、
本分割法は1個の胚から産子の生産効率を高める方法として実用段階で利用できる
ことを示すものである。
　第3章では、作出された分割胚の片方からその遺伝的素質（産子の性）を調べる
ことにより、残るもう一方の胚の性を予知する可能性を調べた。その結果、分割胚
を作出してから分裂阻止剤で培養するまで前培養を行うことによって、性判別成功
率は向上（O時間，52％vs．6時間，81％）することを認めた。移植用の分
割胚を培養している間に68個の胚の46個（68％）で性が間接的に予知され、
その内の40個の性判別胚を受卵牛に移植することによって予知した性と一致した
15頭の産子を得ることに成功した。このことから、分割胚の利用により性判別胚
の作出が可能であり、この方法は胚の生存性を落とすことなく、必要な産子の性を
農家に供給できる技術として実用化の可能性を示した。
　第4章では3章で行った性判別成功率をより向上するため、PCR（polymerase
chain　reaction）法を導入して極めて少量の胚細胞から胚の性を予知する可能性を調
べた。その結果、品質が劣る胚（少量の細胞しか性判別に供出できない胚）からで
も性判別胚の作出が可能（18／19、94％）で、この成功率は染色体検査を用
いた成功率（20／43、49％，P＜0．01）よりも高いことを明かとした。
しかしながら、品質が劣る胚から作出された胚の受胎率は極めて低く（10／48s
21％）、実用段階での利用には支陣があると判断された。
　第5章では、分割胚の発生能の低下を最小限にとどめる胚分割法として、正常な
胚から少量の細胞塊を分割採取した後にこの胚を再度2分割ザる“3分割法”を考
案し、この方法の適否について検討したりそして、採取された少量の細胞塊を性判
別に用いることにより、残る2個の分割胚の性を移植前に予知しうる可能性と、性
予知された2個の分割胚から一卵性双子が生産される可能性について調べた。その
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結果、顕微操作によって48組の3分割を作出し、この3分割胚の1っを用いてP
CR法で9個中8個（89％）、染色体検査で39個中15個（38％，　P＜O，
05）の性を判定した。性判定できた20組の性判別分割胚を30頭の受胚牛に
1－2胚づっ移植しところ、17頭（57％）が妊娠し、4組の双子を含む16頭
の産子を得た。性判定された分割胚由来の産子の性はいずれも移植前に予知された
性と完全に一致した。3分割胚の受胎率および受卵牛への移植によって得られる産
子の生産効率（22頭／31胚，70％）は、2分割胚の成績（47／63，
74％）と同等であった。従って、新たに開発された牛胚の3分割法は生存性を低
下させることなく一卵性をなす分割胚の性を予知する手段になり）ると考えられる。
また、胚1個から得られる産子数（27／35，77％）は、非分割胚（対照区）
のそれ（54／128，42％）よりも有意（P＜0、01）に高かった。このこ
とは、本分割法は1個の胚から産子の生産効率を高める方法として利用できること
を示すものである。
　第6章では、胚細胞核の全能性を利用することに着目した複製胚の作出方法を検
討した。特に、屠畜場から大量に収集することが可能である体外成熟卵を受核卵細
胞質に用いた核移植法の条件設定（体外成熟卵の核の除去方法、除核卵細胞質の活
性化方法、除核卵細胞質とドナー割球融合条件および核移植胚の培養方法）を行っ
た。その結果、20－25時間域熟培養された屠体由来の卵胞卵から第1極体近辺
の卵細胞質を除去することにより、大量に受核卵細胞質を作出できることを認めた。
この卵細胞質に成熟培養30時間で電気刺激を与えることによって、90％の卵細
胞質が活性化し発生を再開することを認めた。また、この電気刺激は、ドナー割球
との融合条件にも有効で、8－16細胞期胚割球の78％から核移植胚を作出する
ことが可能であった。作出された核移植胚を卵丘細胞と体外で共培養することによ
り、少数例ながら体外で正常に発達し、受卵牛への移植によp産子に至ることを明
かにした。本結果は、体外成熟卵を用いた核移植で正常な個体を作出した最初の成
功例であった（1990年8月20日誕生）。このことは、体外成熟卵由来の受核
卵細胞質は、発達の進んだ初期嘩の核を初期化し、核移植の受核卵細胞質として利
用可能であることを示すもので南る。
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　第7章1節では、活性化後の経過時間が異なる未受精卵細胞質に移植された核の
形態ならびに作出された核移植胚の発生能を比較した。その結果、M　it期卵細胞質
以外にも、活性化6時間後の前核期の前期に相当する卵細胞質が、核の再構築能を
保有することを認めた。また、作出された核移植胚の核の異常の頻度（2％）は、
従来のMII期卵細胞質を用いた時の頻度（26％）に比飛て侭くなることが判明し
た。さらに、作出された核移植胚の胚盤胞への体外での発生能（10％）はM11期
卵から作出された核移植胚の発生能（2％）よりも高く、受卵牛への移植により産
子に発生することを認めた。これらの結果は、前核期の前期に相当する卵細胞質は
初期胚の核を初期化する能力を保有すること、作出された核移植膳の発生を従来の
方法より高めることを示すものである。
　第2節では、1節に示した前核期前期の受核卵細胞質の細胞周期と同調するGl
期の胚細胞核、あるいはその時期の細胞周期の割球を多数保有する胚の採取方法に
ついて検討した。また、採取されたドナーの核移植を行い、その発生能を比較した。
その結果、体外受精後114時間と126時間のドナー胚は細胞分裂直後（おそら
くこの細胞周期はGl期に相当する）の核を多く保有すること、それらの核により
作出された核移植胚の体外での胚盤胞への発生率（20－25％）は他区の発生率
（11－18％）に比較して高率（22－－27％）であることを認めた。本章で得
られた核移植胚の発生率は、体外受精胚の体外での胚盤胞への発生率（20　一一
25％）と同等であり、1個のドナー歴から6個程度のクローン胚を作出する事が
可能となることから、本核移植法は、有益な胚の複製方法に改良されたと考えられ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lる。しかし、作出された核移植胚由来胚盤胞の細胞数（82±18）は生体回収胚
や体外受精胚の細胞数（164±39、149±42）よりも有意（P＜0．01）
に低いことから、生存性を低下させない培養方法にっいて検討を要する。
　一方、細胞周期同調剤（ピンブラスチン）にて細胞分裂終ア後6時間以内に同期
化されたG｝期のドナー核から作出された核移植腔は、体外で39／177個の胚
（22％）が胚盤胞へと発達したものの、対照となる核移植腔の発生率（22，
27％）と同等であったことから、その効果は認められなかった。このため、細胞
周期同調剤によるドナー核の細胆周期の同期化方法は更なる改良を要する。
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　第8章1節では体外成熟／体外受精／体外培養によって作られた牛初期胚から細
胞質内脂肪穎粒（脂質）を除去し、それらの凍結保存が可能かどうかを調べた。ま
た、脂質除去胚由来の8－16細胞期胚の核を、凍結保存後に核移植に使用できる
可能性を調べた。サイトカラシン存在下で遠心分離によって極在化された胚の脂質
を吸引除去することによって作出された脂質除去胚を凍結匙解したところ、
12／53個（23％）が体外で胚盤胞に発達し、非脂質除去胚の発生率
（2／43）に比し高い結果を得た。また、脂質除去胚割球を凍結融解の後に核移
植のドナーに用いた結果、作出された核移植胚は9／57個が胚盤胞に発生し、コ
ント臼。ルの発生率（23／93）と同等であった。これらの結果は、低温感受性
の高い牛体外受精由来8－16細胞期胚から脂質を除去することによって胚の耐凍
性が高まることと、これらの凍結された割球が核移植のドナー核として利用可能で
あることを示している。
　第2節では、ドナー核または群をなす核移植胚から性を判別することによって、
それと一卵性をなす核移植胚の性予知を試みた。その結果、体外受精後5日目のド
ナー胚の半分の細胞をPCRによる性判別に供すれば、核移植を実施する前までに
核の性を判別できること、その性判別ドナー核から作出された核移植胚の12個
（13．5％）が8日間の体外培養により胚盤胞に発達し、受卵牛への移植により
予知した性と同じ核移植産子が得られることを認めた。また、移植に用いる核移植
胚の性は、形態が劣化したクローン胚からでも予知できることを示した。このこと
は、性判別技術を核移植技術に組み入れることが可能であり、核移植技術の効率化
を図る上で有益な手段となると考えられる。
　第6－8章で得られた、総計47個の核移植胚を26頭の受卵牛に1－4個づっ
移植して、妊娠50日の胎膜触診により13頭（50％）の受胎を確認した。そし
て、この内の8頭が分娩し、うち7頭からドナー核の形質を有する正常な産子を得
た。しかし、5頭（38％）の受卵牛は妊娠50－90日で流早産した。分娩した
8頭の内の7頭の産子の体重は25－4・5　kgと、黒毛和種やホルスタイン種の性
時体重の正常値内に含まれていたが、1頭の受卵牛から巨大児も得られた。このこ
とから、核移植胚の移植後の発隼能にっいては更な系捨熱渉奪寸孟艶者ラられムー
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　以上のことをまとめると、優良遺伝形質を有するドナー牛から胚を回収し、受卵
牛に移植することによって、ドナー牛の産子数を増やすことは可能である。しかし、
GTHを用いた胚の回収個数には未だに限界があるため、胚の生産数の向上がさら
に求められる。
　開発された胚の分割法を用いれば、1個当たりの腔の生産性があがること、およ
び胚の性の予知が可能となることが示された。胚の分割は、①同期化された複数の
受卵牛に過不足無く移植を実施するための対策、②1個当たりの胚からより多くの
産子を得るための方策、③飼養試験のための効率的な実験動物の作出方法および④
胚の性判別法等に利用できると脅えられる。しかし、分割処置が可能な胚は正常卵
に限られるため、供卵牛の採卵成績（回収胚数や胚の品質）の影響を強く受ける。
また、分割胚の生存性を低下させないためには2－3分尉が限度と判断される。こ
のことから、作出できる胚数には限度があり、牛一卵性5子以上を分割によって作
出できる可能性は少ないと考えられる。
　胚細胞核の全能性を利用することに着目し、核移植を用いてクローン胚を作出す
る技術開発を行った結果、ドナー核を体外成熟卵紐胞質に紐胞周期を同期化した状
態で核移植することにより、1個のドナー胚から6個の胚を複製することが可能と
なる。また、核移植技術に性判別を組み入れることも可能となり、核移植を従来よ
りも効率的に行う可能性を示した。さらに、核の凍結保存や継代核移植技術を併用
すれば、胚を必要に応じて作出することも可能となるため、核移植技術の今後の発
展が期待される。しかし、核移槙胚の体外での嚢生能ならびに産子への発生能は依
然として生体回収胚や体外受精胚に比較して低く、また、受胎後の早流産の割合や
巨大産子の生産例が多く認められることから、現時点での核移植の実用化はリスク
を伴うと粉断される。今回の一一運の研究によって開発された核移植方法は、産子へ
の発生能が低い原因を究明・解沫する研究の手段として、また、今後の研究方法の
基本技術として役立つものと考えられる。
［結論〕
顕微操作を用いて胚を分割すること、および胚割球核を除核卵細胞質に移植して
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核移植胚を作出することにより、人為的に胚を複製できることが明かとなった。ま
た、作出された複製胚を性判別に用いることにより、胚の生産性を落とすことなく
胚に付加価値を与えることを明らかにした。これらのことは、顕微操作を利用した
胚の複製方法が胚移植の効率化を図る上で有益な手段となることを示すものである。
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治大学農学部生殖工学研究軍大学院生　平嶋司氏、水野淳子氏　水野仁二氏、柏崎
直巳氏、山川宏人氏、山の井淳子氏、坂根淳太氏をはじめ室員諸氏、明治大学富士
吉田農場職員、農林水産省畜産試験場職員、家畜改良事業団東京バイテクセンター
浜野晴三博士ならびに桑山正成博士、　（元）丸紅飼料　梶原豊博士、インドネシア
国立バイオテクノロジー研究所Baharuddin　Tappa博士ならびに千
葉県立農業高校依頼研究員諸氏の熱心な助力に負うところが甚だ大きい。諸氏に対
し、厚く感謝の意を表する。
　胚移植技術では実用的な移植試験が実施される中で、基礎研究に対する協力農家
の捜索と生産された胚の移植を担当していただいた田中芳実氏をはじめ、安房農業
協同組合職員、千葉県農業共済組合連合会職員、卵巣採取にあたり協力いただいた
京葉ハム岡泰氏ならびに（故）荘司秀雄氏、光町食肉センター、成田食肉センター、
木更津市食肉センター職員、千葉市保健所ならびに千葉県家畜衛生検査所職員、な
らびに受卵牛の提供を行い、子牛を生産していただいた（故）福井正和氏（裸化分
割胚）、秋山英一氏（性判別胚）、下総農高（一卵性双子）、亀田文夫氏ならびに
原田稔氏（性判別一卵性双子）、伊大知直芳氏（体外受精卵）、山根勇氏（核移植
胚）、高木幹夫（核移植性判別）をはじめ、胚移植協力農家に心より感謝する。
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本研究は昭和58年度牛受精卵利用促進事業・昭和59－62年交雑種肉用牛利
用パイ。ット事業詔和63一平成3年受精卵移植等実用化確立事業（牛分割受精
卵型）、平成4－5年バ材テクノ・ジー等先端技術促進事業ならびに平成6－9
年乳用牛受精卵供給事業の資金援助を一端として実施された．
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